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A pesar del avance de las nuevas terapias personalizadas en cáncer, la quimioterapia 
basada en platinos sigue siendo el tratamiento estándar en primera línea para el cáncer de 
pulmón no microcítico (CPNM) y el cáncer de ovario. Sin embargo, continúa existiendo una 
elevada tasa de pacientes cuya respuesta terapéutica al fármaco fracasa antes de los cinco años 
del inicio del tratamiento por el desarrollo de resistencia al mismo, por lo que la identificación 
de perfiles genéticos y biomarcadores moleculares que permitan monitorizar la evolución del 
paciente y la respuesta al tratamiento es fundamental para adecuar la estrategia terapéutica a 
cada caso particular. Los exosomas son pequeñas vesículas secretadas por las células que 
constituyen una pieza fundamental en la comunicación celular a través de la incorporación 
selectiva de ADN, ARN y proteínas en su interior. Por tanto, los exosomas proporcionan 
importante información molecular acerca del tumor y constituyen una prometedora fuente de 
biomarcadores en cáncer. En el presente trabajo hemos abordado la caracterización del 
contenido de exosomas procedentes de células resistentes a cisplatino, para posteriormente 
estudiar su implicación en la respuesta al fármaco e identificar nuevos biomarcadores en biopsia 
líquida, con la finalidad de facilitar el futuro manejo clínico de pacientes oncológicos. La 
caracterización del microRNoma y proteoma del contenido exosomal mediante el uso de 
tecnologías de alto rendimiento centradas en secuenciación masiva (NGS) y proteómica dirigida, 
nos ha permitido identificar un grupo de biomarcadores compuesto por 2 miRNAs y 4 proteínas 
cuyos niveles permiten segregar a los pacientes de CPNM en función de su respuesta a 
cisplatino, confiriéndoles un valor pronóstico y predictivo de respuesta. Su valoración conjunta 
en un modelo de riesgo proporcional de Cox, que combina datos clínicos con dichas variables, 
identifica un riesgo mayor de exitus asociado a los niveles del miR-142-3p y las proteínas GSN e 
ITIH2, que se incrementa en función del tipo histológico y el sexo del paciente. También hemos 
identificado por primera vez el miR-novel-55745, no descrito en las bases de datos, con un 
potencial papel como biomarcador diagnóstico precoz por encontrarse diferencialmente 
elevado en los exosomas de los pacientes con CPNM. Además, hemos identificado un miARN en 
el contenido exosomal cuyos niveles se mantienen homogéneos independientemente de la 
condición analizada, mostrando idoneidad como normalizador universal de los niveles de 
cualquier miARN de origen exosomal. Por último, en este trabajo hemos generado el primer 
modelo en 3D de un exosoma basado en la información existente acerca de los componentes y 
sus concentraciones, que muestra la complejidad de estas vesículas extracelulares y facilita su 










Despite the improvement in personalized therapies in cancer, platinum-based 
chemotherapy remains the standard first-line treatment for non-small cell lung cancer (NSCLC) 
and ovarian cancer. However, there is still a high rate of patients whose therapeutic response 
fails five years after the start of treatment due to the acquired resistance. Thus, identifying 
genetic profiles and molecular biomarkers that allow monitoring patients’ progress and the 
response to treatment is essential to adapt the therapeutic strategy to each particular case. 
Exosomes are small vesicles secreted by cells that represent a fundamental piece in cell 
communication through their selective cargo of DNA, RNA and proteins. For this reason, 
exosomes provide important molecular information about the tumor and constitute a promising 
source of biomarkers in cancer. In the present work we characterized the content of exosomes 
derived from cisplatin-resistant cancer cells. Besides, we studied the role of exosomes in 
platinum-based drug response in order to identify new biomarkers in liquid biopsy, which can 
be easily accessed in the clinical management of oncologic patients. A microRNome and 
proteome characterization of the exosomal content by using high throughput technologies as 
next generation sequencing (NGS) and mass spectrometry, allowed us to identify 2 miRNAs and 
4 proteins whose levels permitted us to segregate NSCLC patients depending on their response 
to cisplatin. Their combination with clinical data in a Cox proportional hazard ratio model, 
identified that exosomal levels of miR-142-3p and proteins GSN and ITIH2 are associated with 
higher death risk, and this risk increases depending on the histological subtype and patient’s sex. 
We have also identified for the first time miR-novel-55745, a miRNA not previously described in 
databases, as a potential exosomal biomarker for NSCLC early diagnosis. In addition, we have 
identified an exosomal miRNA whose levels remain homogeneous regardless the condition 
analyzed, showing suitability as a universal normalizer for any exosomal miRNA levels. Finally, 
we have generated the first 3D model of an exosome based on the existing data about the 
components and their concentrations, which shows the complexity of these extracellular 
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SBF: Suero Bovino Fetal 
SG: Supervivencia Global 
SLP: Supervivencia Libre de Progresión 
snRNA: ARN nuclear pequeño 
SRM: del inglés, Selected Reaction Monitoring 
TCGA: del inglés, The Cancer Genome Atlas  
TEM: Dominios Enriquecidos en Tetraspaninas (del inglés, Tetraspanin-Enriched Microdomains) 
TFA: Ácido Trifluoroacético 
TMB: Carga Mutacional Tumoral (del inglés, Tumor Mutational Burden) 
TNM: Tumor Nódulos/ganglios Metástasis 












Según la Organización Mundial de la Salud (OMS), el cáncer es la segunda causa de muerte 
a nivel mundial y se estima que en 2018 se diagnosticaron 18,1 millones de casos nuevos siendo 
la causa de 9,6 millones de muertes a nivel mundial1. El cáncer de mama, colorrectal, pulmón, 
cuello uterino y tiroides son los tipos más frecuentes en mujeres (Figura 1A), mientras que en 
hombres los que más incidencia presentan son el cáncer de pulmón, próstata, colorrectal, 
estómago e hígado (Figura 1B)2. 
Figura 1. Número estimado de casos nuevos de cáncer en 2018 en todo el mundo en mujeres 
(A) y hombres (B). Modificada de (https://gco.iarc.fr/today)2  
El término genérico “cáncer” define un conjunto heterogéneo de enfermedades que 
pueden afectar a cualquier parte del organismo y que se caracterizan por el crecimiento 
descontrolado de células alteradas más allá de sus límites naturales, pudiendo llegar a invadir 
partes adyacentes del cuerpo o diseminarse a otros órganos (https://www.who.int/cancer/en/).  
La aparición de estas células tumorales es el resultado de la alteración de células normales 
a través de un proceso multifásico y multifactorial que incluye modificaciones genéticas y 
epigenéticas, como consecuencia de una interacción entre factores genéticos del individuo y la 
exposición a agentes cancerígenos externos (físicos, químicos y biológicos). En el año 2000, 
Hanahan y Weinberg describieron por primera vez, las principales capacidades biológicas que, 
de forma progresiva, son adquiridas por las células que se transforman en tumorales. Dichas 
capacidades incluyen el mantenimiento de señales de crecimiento y la insensibilidad a señales 
antiproliferativas, lo que les confiere una inmortalidad replicativa, además de la evasión de la 
apoptosis, la inducción de angiogénesis, la invasión celular y la capacidad metastásica3. 
Posteriormente, en 2011, estos mismos autores actualizaron y redefinieron las características 
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específicas de las células cancerígenas, en base a los nuevos avances realizados en este campo, 
añadiendo aspectos como la capacidad de modificar el metabolismo celular para sustentar 
energéticamente la progresión del tumor, la evasión del sistema inmune y la inestabilidad 
genómica. Además, describieron la existencia de un microambiente tumoral generado por las 
células durante las distintas fases de la tumorogénesis4 (Figura 2).  
 
Figura 2. Características de las células tumorales. Modificada de4 
1.1 Cáncer de Pulmón 
Definición y epidemiología 
El cáncer de pulmón engloba todas aquellas enfermedades resultantes del crecimiento 
maligno de células del tracto respiratorio. Desde hace varias décadas es el tipo de cáncer más 
común, habiéndose diagnosticado 2,1 millones de casos nuevos en 2018 (11,6% del total) y más 
mortal, con 1,8 millones de muertes causadas en ese mismo año (18,4% del total de defunciones 
por cáncer) a escala mundial, teniendo una incidencia menor en mujeres que en hombres1 
(Figura 1A y B). La elevada mortalidad de este tipo tumoral se debe principalmente a que más 
del 70% de los casos de cáncer de pulmón se diagnostican en estadios avanzados (III y IV), en los 
que la enfermedad está diseminada, y a la elevada tasa de resistencia innata o adquirida a los 
tratamientos con quimioterapia. 
 
El consumo de tabaco sigue siendo la principal causa de aparición del cáncer de pulmón, 




relacionadas con el hábito tabáquico. Además, se han descrito algunos otros factores de riesgo 
como la exposición al amianto, arsénico, radón y otros hidrocarburos aromáticos policíclicos no 
relacionados con el tabaco5, además de la predisposición genética o el padecimiento de 
enfermedades respiratorias como la Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crónica (EPOC)6,7.  
 
Clasificación 
El cáncer de pulmón se divide en dos subtipos principales: cáncer de pulmón no 
microcítico (CPNM), que representa entre el 80 y el 90% de los casos y cáncer de pulmón de 
células pequeñas o microcítico (CMP), que está estrechamente ligado al consumo de tabaco y 
se caracteriza por su agresividad, por poseer una elevada tasa de crecimiento y una gran 
capacidad metastásica8. Histológicamente, el CPNM se subdivide en tres tipos: adenocarcinoma, 
escamoso o epidermoide y carcinoma de célula grande9 (Figura 3). El adenocarcinoma de 
pulmón es el subtipo más común en no fumadores y se origina a partir de las células que 
recubren los alvéolos. Se caracteriza por la diferenciación glandular o producción mucinosa, 
generando patrones acinares, papilares, sólidos o una combinación de todos ellos. El carcinoma 
epidermoide o escamoso se origina a partir de las células escamosas de los bronquios, muestra 
una disposición en capas de células y un proceso de queratinización. Junto con el CMP, es el más 
común entre los pacientes fumadores. Por último, el carcinoma de células grandes incluye los 
casos de CPNM que, histológicamente, no encajan en los otros dos subtipos9.  
 
Uno de los grandes avances de la última década en el diagnóstico y tratamiento del cáncer 
de pulmón es el concepto de medicina personalizada, donde las decisiones terapéuticas se 
basan en las características histológicas y genéticas específicas del tumor del paciente. Por ese 
motivo es crucial la determinación histológica del tumor, así como la caracterización molecular 
del mismo. Aunque durante el proceso de carcinogénesis se producen multitud de cambios 
genéticos derivados de la inactivación de genes supresores tumorales y de la activación de 
oncogenes, existen alteraciones frecuentemente asociadas a los diferentes tipos histológicos de 
CPNM. Dentro del adenocarcinoma se han identificado mutaciones en EGFR (del inglés, 
Epidermal Growth Factor Receptor) y BRAF, así como reordenamientos de ALK (del inglés, 
Anaplastic lymphoma kinase) y ROS1 que además constituyen dianas efectivas de fármacos 
inhibidores, lo que ha supuesto una revolución en las estrategias terapéuticas de estos 
pacientes10. Por otro lado, en el carcinoma epidermoide se identifican más frecuentemente la 
amplificación del gen FGFR1, la pérdida de PTEN y mutaciones en DDR2 o PIK3CA5,9 (Figura 3), 




Figura 3. Clasificación histológica y molecular del cáncer de pulmón 
 
Estadificación y tratamiento 
La determinación del estadio es una manera consensuada de describir la extensión 
anatómica del tumor, que resulta fundamental para definir el pronóstico y las opciones 
terapéuticas del paciente. El sistema de nomenclatura TNM es el más utilizado y se basa en tres 
parámetros: T hace referencia al tamaño del tumor primario, N describe la afectación de los 
ganglios linfáticos regionales y, por último, M indica la presencia o ausencia de metástasis a 
distancia11. Las categorías específicas de TNM que tienen un comportamiento similar se dividen 
en subgrupos: 
 
Tabla 1. Clasificación por estadios en cáncer 
de pulmón. 
T1: Tumor ≤ 3 cm; T2: Tumor 3-5 cm; T3: 
Tumor 5-7 cm; T4: Tumor ≥ 7 cm.  
N0: Sin afectación ganglionar; N1: Ganglios 
pulmonares o hiliares ipsilaterales; N2: 
Ganglios mediastínicos o subcarinales 
ipsilaterales; N3: Ganglios mediastínicos 
contralaterales, hiliares o supraclaviculares. 
M0: Sin metástasis; M1: Metástasis 






De acuerdo con esta clasificación, el tratamiento del cáncer de pulmón varía dependiendo 
del estadio en el que se encuentre la patología. La siguiente tabla resume los esquemas de 
tratamiento estándares para cada estadio: 
 
Tabla 2. Esquema de tratamiento en CPNM según el estadio5,12 
 
 
Los pacientes con alteraciones específicas en EGFR, ALK y ROS1 se tratan con inhibidores 
tirosina quinasa como Erlotinib o Crizotinib y aquellos con mutaciones en BRAF se tratan con 
inhibidores de BRAF como Dabrafetinib o Trametinib. Sin embargo, solo un 15-30% de los 
pacientes presentan estas mutaciones, por lo que la mayoría reciben quimioterapia basada en 
derivados del platino (cisplatino y carboplatino) como estándar de tratamiento, en combinación 
con otros fármacos antitumorales como Pemetrexed, Bevacizumab y Paclitaxel para el 
adenocarcinoma, o la Vinorelbina para el subtipo escamoso5. 
 
Por último, aunque el cáncer de pulmón tradicionalmente se ha considerado como poco 
inmunogénico por no presentar beneficios en estudios de inmunomodulación con interleucina-
2, interferón o citoquinas13, el reciente desarrollo de la inmunoterapia con inhibidores de PD-1 
ha proporcionado una nueva estrategia de tratamiento en pacientes con cáncer de pulmón en 
estadios avanzados. Estos pacientes reciben Pembrolizumab cuando presentan niveles de PD-L1 
mayores del 50%5. Además, estudios realizados recientemente relacionan la existencia de un 
elevado número de mutaciones somáticas en el tumor, lo que se conoce como carga tumoral 
(TMB, del inglés, Tumor Mutational Burden), con una mayor activación del sistema inmune y por 
lo tanto una mejor respuesta del paciente al tratamiento con inmunoterapia14–16. Ensayos 
clínicos como el CheckMate 227 ya plantean el uso del TMB como biomarcador para identificar 





1.2 Cáncer de Ovario 
Epidemiología 
El cáncer de ovario es el más letal dentro de los de tipo ginecológico, ya que la gran 
mayoría de los casos se diagnostican en estadios avanzados y la supervivencia relativa a 5 años 
es solo del 29%. En 2018 se diagnosticaron 295.000 nuevos casos en todo el mundo y se 
registraron 185.000 muertes1,18. En el cáncer de ovario, uno de los factores de riesgo más 
importantes son los antecedentes familiares de la enfermedad. Las mutaciones con alta 
penetrancia en BRCA1 y BRCA2 incrementan el riesgo de padecer cáncer de ovario, 
representando la gran mayoría de casos hereditarios de la enfermedad y el 10-15% de todos los 
casos. Además, se han descrito factores de riesgo hormonales y reproductivos, así como factores 
ambientales y de estilo de vida, relacionados con el desarrollo del cáncer de ovario19.  
 
Clasificación 
Los tumores de ovario se originan a partir de tres tipos de células en este órgano: células 
epiteliales, células del estroma y células germinales. El 90% de los carcinomas ováricos son de 
origen epitelial20. El carcinoma epitelial de ovario es una enfermedad heterogénea que se divide 
en distintos subtipos histológicos que presentan diferencias en su origen celular, lesiones 
precursoras, alteraciones moleculares y pronóstico. Se distinguen 5 histotipos principales: 
carcinoma seroso de alto grado (HGSC; 70%), carcinoma seroso de bajo grado (LGSC; <5%), 
carcinoma endometrioide (EC; 10%), carcinoma de células claras (CCC; 10%) y carcinoma 
mucinoso (MC; 3%)21,22. Las neoplasias serosas de alto y bajo grado se originan a partir del 
epitelio de las trompas de Falopio, mientras que el origen del CCC y EC se asocia con la 
endometriosis. El MC tiene su origen en las células de la unión trompa-mesotelio23,24 (Figura 4).  
 
En cada tipo histológico se han descrito alteraciones genéticas frecuentes, encontrándose 
típicamente en HGSC mutaciones en p53 y BRCA1/2. Por el contrario, el LGSC no se relaciona 
con estas mutaciones pero sí se encuentran frecuentemente alteraciones en KRAS y BRAF25,26.  
El CE y el CCC, por su relación con la endometriosis, se relacionan con mutaciones en el gen 
ARID1A. El CE además muestra alteraciones en PTEN y el CCC es positivo para HNF1-b en más 
del 90% de los casos27.  Por último, el MC presenta frecuentemente alteraciones en KRAS  y 





Figura 4. Clasificación histológica y molecular del cáncer de ovario 
 
Estadificación, diferenciación y tratamiento 
La determinación del estadio, como en el cáncer de pulmón, es clave para determinar la 
extensión anatómica del tumor y así definir la estrategia terapéutica a seguir. En el cáncer de 
ovario se utiliza la exploración quirúrgica para estadificar la enfermedad. En base a la 
clasificación establecida por la Federación Internacional de Ginecología y Obstetricia (FIGO) del 
2014 se distinguen los siguientes estadios: 
 
Tabla 3. Clasificación FIGO por estadios en cáncer de ovario y tratamiento29 
 
 
Otro criterio para definir distintos niveles de malignidad, que ayuda a la toma de 
decisiones terapéuticas, es el grado de diferenciación celular de las células tumorales. Cuando 
las células tumorales son similares a las del tejido sano, el tumor se considera como diferenciado 
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o de bajo grado y el pronóstico es más favorable. Se establecen los siguientes grados de 
diferenciación30: 
- GX: grado no evaluable 
- G1: bien diferenciado 
- G2: moderadamente diferenciado 
- G3: pobremente diferenciado   
 
En el manejo del cáncer de ovario, la cirugía de citorreducción es siempre la primera 
opción de tratamiento, exceptuando los casos no operables desde el inicio por criterios de 
irresecabilidad asociados a la extensión o voluminosidad de las metástasis o por 
contraindicación quirúrgica formal, ya que los dos factores que más se relacionan con la 
supervivencia son el tamaño del tumor residual tras la cirugía y la sensibilidad a la 
quimioterapia31. La citorreducción puede ser completa, cuando no existe evidencia 
macroscópica de tumor residual, óptima, si el tamaño del tumor es <1 cm, o subóptima, cuando 
el tamaño es ≥ 1 cm. En aquellas pacientes no susceptibles de citorreducción primaria, se 
administra quimioterapia neoadyuvante para disminuir el tamaño del tumor e intentar una 
posterior resección quirúrgica. En los casos en los que si se haya podido realizar una 
citorreducción se administra quimioterapia adyuvante. En ambos casos, el esquema de 
quimioterapia utilizado se basa en una combinación de compuestos derivados del platino 
(cisplatino o carboplatino) con paclitaxel29.  
 
La respuesta inicial a la quimioterapia basada en platinos en el cáncer de ovario se puede 
clasificar en tres grupos: refractario, resistente y sensible al platino. En el grupo refractario se 
engloban las pacientes que no responden y muestran progresión durante el curso de la terapia. 
Por otro lado, la resistencia al platino se define por la recaída en menos de 6 meses tras la 
quimioterapia32. Según el tipo histológico de cáncer de ovario, se han descrito distintas 
quimiosensibilidades, siendo el HGSC y el EC los que mayor respuesta inicial presentan y el MC 
y CCC los que menor21.  
 
La disponibilidad de terapias dirigidas en cáncer de ovario es todavía muy limitada, 
aunque hoy en día numerosos estudios se centran en este objetivo, habiéndose conseguido la 
aprobación del fármaco antiangiogénico Bevazizumab en combinación con el esquema habitual 
de platino + paclitaxel33. Además, se han realizado estudios clínicos que han demostrado que los 
tumores deficientes en BRCA1/2 son sensibles a inhibidores de la PARP como Olaparib en 






Mecanismo de acción 
El cisplatino (cis-diaminodicloroplatino II o CDDP) es un agente alquilante derivado del 
platino que se utiliza como tratamiento estándar antitumoral en múltiples tumorales sólidos, 
como el cáncer de pulmón, ovario, testículo, o cabeza y cuello. El CDDP es un compuesto 
inorgánico inerte que se activa en el citoplasma de la célula a través de una seria de reacciones 
que sustituyen uno o ambos grupos cis-cloro por moléculas de agua. El producto que se genera 
es un potente electrófilo que reacciona con los sitios nucleofílicos del ADN, ARN y las proteínas. 
En el ADN, el cisplatino reacciona con los sitios N7 de las purinas formando aductos que 
consisten en uniones cruzadas guanina-guanina o adenina-guanina inter o intracatenarias. Estos 
aductos provocan que al ADN se curve y la hélice se desenrolle, provocando la activación de 
múltiples vías de señalización que, según la magnitud del daño, terminan induciendo la 
reparación del ADN o la muerte celular por apoptosis35–37. Dentro de la célula, se produce un 
aumento del estrés oxidativo incrementándose los niveles de radicales libres y la activación de 
las vías de respuesta al mismo38.  
 
Resistencia a cisplatino 
Una de las mayores limitaciones que tiene el uso del cisplatino como agente antitumoral 
es la resistencia al fármaco que muchos de los pacientes desarrollan, conduciendo a la recaída 
de la enfermedad y el fracaso del tratamiento. Dicha resistencia responde a un mecanismo de 
autodefensa celular, adquirido o innato, que consigue evitar los efectos tóxicos del fármaco 
quimioterapéutico. Existen distintos mecanismos que contribuyen a la aparición de resistencia 
a cisplatino, pero normalmente es necesaria la activación de más de uno de ellos para que 
aparezca, es decir, se trata de un fenómeno multifactorial. Estos mecanismos pueden actuar a 
distintos niveles del proceso de acción del fármaco: (1) disminución de la concentración 
intracelular del compuesto, a través de modificaciones en los transportadores de membrana; 
(2) inactivación del cisplatino o imposibilidad de alcanzar el ADN, debido al incremento de 
moléculas implicadas en su detoxificación como glutation o metaloproteínas; (3) aumento de la 
reparación del ADN mediante mecanismos de escisión de nucleótidos (NER) o la reparación de 
apareamientos erróneos (MMR); (4) insensibilidad celular ante señales de detención del ciclo 
celular y de apoptosis; y (5) activación de factores de transcripción que inducen la proliferación 
celular o de proteínas antiapoptóticas, así como de DNMTs (del inglés, DNA Methyltransferases) 




2. Vesículas extracelulares y comunicación celular 
La comunicación celular es la capacidad que tienen todas las células, procariotas y 
eucariotas, de intercambiar información en forma de señales fisicoquímicas, con el exterior y 
con otras células. Esa comunicación celular es esencial para la coordinación y mantenimiento de 
la homeostasis en los sistemas multicelulares y puede mediarse a través del contacto directo 
entre células o mediante la transferencia de moléculas secretadas como factores de 
crecimiento, neurotransmisores, hormonas o citoquinas. Estas moléculas son liberadas por la 
célula y pueden actuar en zonas próximas, incluso en la propia célula secretora, o en zonas 
distantes del organismo viajando a través de fluidos biológicos43.  
 
Esta ha sido la concepción clásica de la comunicación celular, sin embargo, en las últimas 
décadas, se ha descrito un tercer mecanismo que involucra el intercambio de vesículas 
extracelulares (Evs, del inglés, Extracellular Vesicles). Además de la liberación de vesículas 
secretoras por parte de células especializadas, como ocurre por ejemplo en la sinapsis neuronal 
con la secreción de neurotransmisores a la hendidura sináptica, todas las células, eucariotas y 
procariotas, son capaces de secretar varios tipos de vesículas membranosas denominadas 
genéricamente como vesículas extracelulares44,45. Estas EVs son utilizadas por las células como 
vehículos de información para intercambiar diferentes tipos de moléculas como proteínas, 
ácidos nucleicos o lípidos, tanto en procesos fisiológicos normales, como a consecuencia de 
eventos patológicos46. Dependiendo del proceso de biogénesis y su tamaño, las EVs se pueden 
clasificar en dos grupos principales: exosomas (entre 30 y 150 nm) y microvesículas (entre 0.1 y 
1 µm)45 (Figura 5).  
                         
Figura 5. Representación esquemática de la secreción de microvesículas y exosomas. 





Definición y descubrimiento 
Los exosomas son vesículas de bicapa lipídica de entre 30 y 150 nm de diámetro que se 
originan a partir de los endosomas y se liberan al exterior a través de la fusión de los cuerpos 
multivesiculares (MVBs, del inglés, Multivesicular Bodies) con la membrana plasmática (MP) 
(Figura 5). Estas nanovesículas fueron descritas por primera vez en 1983, cuando dos grupos de 
investigación que estudiaban la maduración de los reticulocitos a glóbulos rojos, observaron que 
en el proceso se producía una pérdida de receptores de transferrina. Al estudiar el mecanismo 
por el que se perdían dichos receptores, con microscopía electrónica, descubrieron los MVBs y 
cómo estos expulsaban las vesículas intraluminales al exterior celular48,49 (Figura 6A y B). En 
1987 la autora de uno de los trabajos, Rose M. Johnstone, acuñó el término “Exosomas”50.  
 
 
Figura 6. Exosomas en el interior de cuerpos multivesiculares (MVB) procedentes de 
reticulocitos visualizados con microscopía electrónica. (A) MVB en el citoplasma y (B) 
fusionándose con la MP49 
 
Dadas las circunstancias en las que se descubrieron por primera vez los exosomas, 
inicialmente se consideraron como un mecanismo de eliminación de desechos celulares.  Sin 
embargo, a mediados de los 90, se descubrió que los linfocitos B51 y las células dendríticas43 
también secretaban exosomas y se postuló que podían estar implicados en  la regulación de la 
respuesta inmune. A partir de ahí, en estas últimas dos décadas, se han realizado numerosos 
estudios que ponen de manifiesto la secreción de exosomas en numerosos tipos celulares y sus 
implicaciones en la comunicación intercelular tanto en contextos fisiológicos como 
patológicos52. Además, al ser liberados por todos los tipos celulares del organismo, los exosomas 
se pueden encontrar en los diferentes fluidos biológicos como la sangre, la orina, la saliva, el 
líquido ascítico o el líquido cefalorraquídeo, entre otros47.  
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Algunos de los procesos fisiológicos en los que se ha descrito la participación de los 
exosomas incluyen la regulación de la respuesta inmune53,54, coagulación sanguínea55, 
diferenciación de células madre56, regeneración tisular y angiogénesis57, desarrollo del sistema 
nervioso central58,59 o procesos relacionados con el embarazo60,61. Asimismo, los exosomas se 
han asociado con diversas patologías entre las que cabe destacar enfermedades 
neurodegenerativas como el Parkinson62 o Alzheimer63, enfermedades infecciosas64, 
cardiovasculares65 y, especialmente, el cáncer66. Su papel en el cáncer ha adquirido especial 
relevancia en los últimos años, ya que las células tumorales liberan una gran cantidad de 
exosomas en comparación con las células normales67. Los exosomas están implicados en 
numerosos procesos que subyacen a la progresión del cáncer,  incluyendo proliferación celular, 
respuesta inflamatoria, angiogénesis, migración e invasión celular, evasión del sistema inmune, 
transición epitelio-mesénquima y desarrollo del nicho premetastásico68–71. 
 
Biogénesis, secreción y captación  
Los exosomas son vesículas intraluminales (ILVs, del inglés, IntraLuminal Vesicles) que se 
generan mediante invaginaciones de la membrana del endosoma temprano en su proceso de 
maduración hacia MVB. Tras su formación, existen poblaciones de MVBs que toman la vía 
lisosomal fusionándose con los lisosomas y degradando así su contenido, mientras que otras 
poblaciones de MVBs, enriquecidas en colesterol, continúan la vía de secreción fusionándose 
con la MP de la célula y liberando las ILVs o exosomas al medio extracelular47,72 (Figura 5).  
  
Dentro de los mecanismos propuestos para la formación de los MVBs podemos distinguir 
entre los dependientes y los independientes del complejo ESCRT (del inglés, Endosomal Sorting 
Complexes Required for Transport). El complejo ESCRT constituye una maquinaria proteica 
evolutivamente conservada cuya función es constreñir y escindir las membranas desde el 
interior. Este mecanismo se utiliza no solo en la formación de los MVBs, sino también en la 
citocinesis, la gemación de los virus o en la eliminación de sinapsis neuronales, entre otros 
procesos73–75. En el caso de la formación de los MVBs, este complejo tiene un doble papel, ya 
que se encarga de mediar la captación del cargo en la membrana endosomal y posteriormente 
de la formación de la vesícula. El complejo está compuesto por unas treinta proteínas que se 





Figura 7. Componentes del complejo ESCRT. Modificada de77 
 
El proceso se inicia mediante la interacción de ESCRT-0 con el fosfolípido fosfatidilinositol 
3-fosfato (PI3P) presente en la membrana del endosoma. Este complejo, junto con ESCRT-I y 
ESCRT-II, reconocen y reclutan proteínas ubiquitinadas, que formarán parte del contenido de las 
vesículas, secuestrándolas en la membrana endosomal. Por último, ESCRT-III, con la ayuda de la 
ATPasa VPS4, se encarga de la formación y escisión de las ILVs.  
 
Sin embargo, existen evidencias de que los MVBs pueden formarse de manera 
independiente al complejo ESCRT78. Uno de estos mecanismos está relacionado con las 
tetraspaninas, que son proteínas de membrana muy enriquecidas en los exosomas y que a 
través de su interacción con lípidos y otras proteínas transmembrana, se organizan en dominios 
enriquecidos en tetraspaninas (TEM, del inglés, Tetraspanin-Enriched Microdomains)79. 
Tetraspaninas como CD63, CD9 y CD81 se han relacionado con la secreción de exosomas en 
distintos tipos de células80,81. El otro mecanismo independiente de ESCRT más aceptado es el 
que involucra a la esfingomielinasa, que es la enzima que hidroliza la esfingomielina en 
ceramida. Este lípido es un componente muy abundante en la membrana de los exosomas y se 
ha visto que induce la invaginación de la membrana en la formación de las ILVs82. Por lo tanto, 
existen distintos mecanismos que actúan de manera simultánea y complementaria en la 
formación de los MVBs, permitiendo la introducción de cargos diversos dentro de los exosomas. 
 
Una vez se han formado los MVBs, pueden seguir la vía de degradación lisosomal, si se 
fusionan con lisosomas, o la vía de secreción, si se fusionan con la MP. En ambos casos se 
requiere un primer proceso de transporte y un segundo proceso de fusión, pero los efectores 
de las dos vías son distintos, así como la composición lipídica y proteica de la membrana de los 
MVBs. Las proteínas implicadas en el proceso pertenecen a la familia de las GTPasas 
monoméricas Rab. Se ha descrito que Rab27A y Rab27B son esenciales en la regulación del 
transporte de los MVBs a través de la interacción con el citoesqueleto y en el posterior 
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acoplamiento con la MP para promover la fusión45. El mecanismo de fusión con la membrana 
está mediado por la familia de proteínas SNAREs y se ha visto regulado por los niveles de Ca2+ 
intracelular52. Además se ha descrito que factores externos como el estrés oxidativo, pueden 
estimular la secreción de exosomas . 
 
Por último, una vez son liberados los exosomas al espacio extracelular, estos son capaces 
de llegar a la célula receptora, introducir su contenido y provocar la activación de rutas de 
señalización o alteraciones en los niveles de ciertas moléculas dentro de la célula, lo que puede 
dar lugar a cambios fenotípicos que afectarán su estado fisiológico o patológico45. Esa entrada 
de información en la célula receptora a través de los exosomas se puede llevar a cabo por 
diferentes vías: (1) fusión directa con la MP, (2) internalización de la vesícula por diferentes tipos 
de endocitosis o (3) unión a receptores de la superficie de la MP, lo que conlleva la activación 
de rutas de señalización intracelulares47 (Figura 8).  
 
Figura 8. Destino de los exosomas en la célula receptora. En la célula receptora, que puede ser 
la propia célula productora, los exosomas se unen a receptores de membrana, desencadenando 
vías de señalización intracelular. Los exosomas también pueden ser internalizados por diferentes 
mecanismos de endocitosis y seguir la vía endosómica canónica. Por último, los exosomas 




El contenido o cargo de los exosomas depende del tipo de célula, de su contexto 
fisiológico y de los estímulos que promuevan su secreción84. Por tanto, no se trata de una mera 
muestra aleatoria del contenido celular, sino que la célula incluye de manera selectiva ciertas 
moléculas en el interior de los exosomas. El reciente desarrollo de las técnicas masivas de 




y transcriptómico de los exosomas, poniendo de manifiesto que existen ciertos componentes 
que son comunes a todos los exosomas, independientemente de su origen. ExoCarta85 es una 
base de datos que recoge información relativa a proteínas, ARN y lípidos de los estudios 
realizados en exosomas. Sin embargo, a pesar de la cantidad de datos relativos a la composición 
exosomal que se dispone, hasta la fecha no se ha desarrollado ningún modelo visual a escala 
que integre dichos componentes en una correcta concentración relativa. Esto se debe a que 
existen muy pocos estudios que hayan definido el ratio de enriquecimiento de los componentes 
moleculares de los exosomas con respecto a la célula secretora86–88. 
 
A continuación, se describen los principales componentes moleculares comunes a todos 
los exosomas (Figura 9): 
 
Figura 9. Composición molecular de los exosomas. Modificada de52  
 
- Lípidos. Es el componente menos estudiado dentro de los exosomas. Sin embargo, se ha 
observado que el contenido lipídico de estos es distinto al de la célula de origen, estando las 
nanovesículas enriquecidas en esfingomielina, fosfatidilserina y ceramida. Por el contrario, 
contienen un menor porcentaje de fosfatidilcolina que las células de las que proceden89. 
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Además, los ácidos grasos de las membranas de los exosomas son principalmente saturados 
y monoinsaturados82,90–92.  
- Proteínas.  El contenido proteico de los exosomas se ha estudiado extensamente desde su 
descubrimiento. Debido a su origen endosomal, todos los exosomas contienen proteínas 
relacionadas con el proceso de transporte y fusión de membrana (GTPasas como Rab5a, 
Rab27a y b, anexinas y flotilinas), proteínas de adhesión (integrinas y tetraspaninas como 
CD81, CD63 y CD9) y proteínas del complejo ESCRT (Alix y TSG101). En cuanto a proteínas 
citosólicas, los exosomas comúnmente contienen chaperonas (HSP90 y HSC70), enzimas 
(enolasa, lactato deshidrogenasa, ácido graso sintasa…), proteínas de transducción de 
señales (proteínas G, sintenina, etc) y proteínas del citoesqueleto (actina, tubulina, miosina, 
etc). Además, los exosomas liberados por las células presentadoras de antígenos contienen 
proteínas MHCI y II en su membrana47,52,53,93. Algunas de estas proteínas, al encontrarse 
específicamente en los exosomas, se utilizan como marcadores exosomales.  
- Ácidos nucleicos. Además de las proteínas, los ácidos nucleicos son el otro componente 
exosomal más estudiado. De hecho, el descubrimiento de que los exosomas contenían ARN 
mensajero (ARNm) y microARNs (miARNs) por parte de Valadi et al. en el año 2007 supuso 
una revolución en el campo de las vesículas extracelulares. En su estudio vieron cómo el 
ARNm contenido en los exosomas de mastocitos de ratón se transfería a células de origen 
humano, en las que, posteriormente, encontraron proteínas de ratón. Los resultados indican 
no solo que existe una transferencia de ARNm a través de los exosomas sino que dicho ARNm 
es funcional y puede ser traducido a proteína en la célula receptora94. Asimismo, estudios 
recientes han demostrado la funcionalidad de los miARNs en las células receptoras, en las 
que son capaces de inhibir la expresión de sus genes diana95–97. Aunque se ha descrito que 
los miARNs exosomales son principalmente pre-miARNs98, algunos investigadores los han 
identificado formando complejo con la proteína Argonauta 2 (Ago2) dentro de los 
exosomas99,100. Sin embargo, aún no está claro si la mayoría de los miARNs circulantes se 
encuentran dentro de los exosomas101 o, por el contrario, sólo una pequeña porción de ellos 
están dentro de estas nanovesículas102,103. Además de los ARNm y los miARNs, se ha descrito 
la presencia de fragmentos de ARNt, ARNr, ARNs no codificantes de pequeño tamaño (Y-ARN 
y siARN)104  y ARN no codificantes largos105. Por último, se han encontrado evidencias de que 
los exosomas pueden contener fragmentos de ADN genómico de doble cadena (desde 35pb 
hasta 17kb) que representan todos los cromosomas106–109 y que es capaz de transcribirse a 
ARNm que, posteriormente, se traducirá a proteína en las células receptoras, afectando su 
función fisiológica106. Además, estudios recientes señalan la presencia de ADN 




2.2 miARNs y proteínas exosomales en cáncer 
Los microARNs (miARNs o miRs) son una familia de ARN no codificantes pequeños (18-25 
nucleótidos) implicados en la regulación de la expresión génica a través de la hibridación 
específica con ARNm complementarios, inhibiendo su traducción a proteínas. Los miARNs se 
transcriben como miARNs primarios (pri-miARNs) a partir de su secuencia en el ADN, proceso 
mediado principalmente por la ARN polimerasa II. Después, el pri-miARN es procesado por una 
ARNasa III específica conocida como Drosha, que genera una horquilla de unos 60-100 
nucleótidos denominada precursor del miARN (pre-miARN). A continuación, el pre-miARN es 
exportado al citoplasma a través de un transportador de membrana, la Exportina-5. Una vez allí, 
la ARNasa III Dicer corta la horquilla generando un ARN de doble cadena de unos 18-25 
nucleótidos. El complejo RISC (del inglés, RNA-Induced Silencing Complex) selecciona una de las 
dos cadenas en función de la estabilidad del apareamiento, provocando la degradación de la 
otra. Por último, el miARN generado, busca la zona de homología en la región no traducible del 
extremo 3’ (3’UTR) de un ARNm, para unirse e impedir su traducción o favorecer su degradación 
(Figura 10). Cada ARNm puede estar regulado por diferentes miARNs y un miARN puede actuar 
sobre cientos de ARNm candidatos111,112.  
 
 
Figura 10. Biogénesis de los miARNs. Modificada de113 
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La primera vez que se describió la relación entre miARNs y cáncer fue en el año 2002, 
definiéndose como miARNs supresores tumorales aquellos cuya expresión se encuentra 
disminuida en cáncer114. Por el contrario, los miARNs oncogénicos son aquellos que se 
encuentran sobreexpresados en cáncer, activando procesos como la proliferación y 
supervivencia celular o la angiogénesis115. Los estudios centrados en su implicación en cáncer 
han aumentado desde entonces, cobrando gran interés la utilización de los miARNs circulantes 
como biomarcadores116–118. A partir del descubrimiento en el año 2007 del papel de estos ARNs 
de pequeño tamaño como mecanismo de comunicación vía exosomal94, se ha centrado el interés 
en el potencial de los miARNs exosomales como biomarcadores en cáncer, por su mayor 
accesibilidad e integridad que los miARNs circulantes119,120, así como su enriquecimiento en la 
sangre de los pacientes con cáncer67. La utilidad de los miARNs exosomales como marcadores 
diagnósticos y pronósticos se ha descrito en diferentes tipos tumorales como cáncer de ovario, 
pulmón o cáncer gástrico117,121–123.  
 
Además de miARNs, las proteínas exosomales también han adquirido gran importancia 
como biomarcadores en cáncer, debido a que constituyen moléculas bioactivas capaces de 
influir fisiológicamente en la célula receptora y viajan protegidas de proteasas y otras enzimas 
gracias a la bicapa lipídica exosomal. De hecho, se ha descrito que tienen ventajas como 
marcadores serológicos sobre las proteínas detectadas directamente en sangre, ya que, por 
ejemplo, proteínas como PKG1 y NFX1 únicamente se detectan en exosomas circulantes124. En 
cuanto a las proteínas oncogénicas exosomales, la proteína GPC1 se encontró específicamente 
enriquecida en exosomas de pacientes con cáncer de páncreas en comparación con pacientes 
sin patología tumoral125. De la misma forma, los niveles de EDIL3 son significativamente más 
altos en los pacientes con cáncer de mama que en individuos controles y se reducen 
drásticamente después de la resección del tumor126. Además, también se ha descrito que los 
exosomas tumorales exhiben integrinas en su membrana, capaces de generar nichos 
premetastásicos en órganos específicos127.  
 
Resistencia a quimioterapia  
Aunque la implicación de los miARNs y proteínas exosomales en cáncer se ha estudiado 
extensamente en los últimos años, su papel en el desarrollo de resistencia a fármacos 
antitumorales empieza a estudiarse y aún está por explorar en profundidad. Se han propuesto 
diferentes mecanismos a través de los cuales las células tumorales adquieren resistencia a 
quimioterapia. Un estudio realizado en cáncer de mama muestra cómo las células resistentes a 




exosomales miR-100, miR-222, miR-30a y miR-17128. Por otro lado, se ha descrito que el miR-21 
exosomal está implicado en la resistencia a cisplatino en cáncer gástrico129 y los miARNs 100-5p 
y 146a-5p en cáncer de pulmón130,131. Otro mecanismo de resistencia consiste en la eliminación 
del fármaco antes de ejercer su acción. En este sentido, se ha visto cómo células de cáncer de 
mama resistentes a Mitoxantrona son capaces de expulsar dicho fármaco en el interior de los 
exosomas, evitando así su acción antineoplásica132. Por último, algunos estudios relacionan el 
desarrollo de resistencia a Paclitaxel con la transferencia de proteínas exosomales como la 
survivina en cáncer de mama133 o anexina A3 en resistencia a cisplatino en cáncer de ovario134. 
Sin embargo, en relación con el cáncer de pulmón, la implicación de las proteínas exosomales 
en quimiorresistencia es aún prácticamente desconocida y la implicación de los miARNs 
exosomales está actualmente en estudio.  
 
Dado el escaso conocimiento actual sobre la implicación de los miARNs y proteínas 
exosomales en la resistencia a cisplatino, no se ha identificado hasta la fecha ningún candidato 
con un papel relevante que pueda ser utilizado en la futura práctica clínica. Esto puede deberse 
a que la mayoría de los estudios publicados al respecto se centran en la caracterización del 
contenido exosomal pero muy pocos cuentan con una validación traslacional. Además, en los 
pocos casos en los que se reportan datos con cohortes de validación en pacientes, existe una 














































Hipótesis y Objetivos 




Los exosomas contienen moléculas con actividad biológica propia, como microARNs y 
proteínas, capaces de inducir cambios fisiológicos en las células receptoras. Además, se sabe 
que los tumores metastásicos presentan, con elevada frecuencia, resistencia adquirida al 
tratamiento con quimioterapia.  
Por ello, la hipótesis del presente trabajo se basa en que las células resistentes a 
quimioterapia contienen microARNs y proteínas que se excretan selectivamente a través de los 
exosomas, pudiendo, de manera individual o conjunta, favorecer el desarrollo de resistencia al 
tratamiento mediante su diseminación sistémica.  
OBJETIVOS 
El objetivo global de este trabajo es la caracterización del contenido exosomal para la 
identificación de nuevos biomarcadores de respuesta al tratamiento con derivados del platino 
en pacientes con cáncer de pulmón y cáncer de ovario.  
Objetivos específicos: 
Objetivo 1: Desarrollar un modelo visual en 3D a escala de un exosoma circulante.  
Objetivo 2: Estudiar el papel de los exosomas en la inducción de resistencia a quimioterapia. 
- Seleccionar el modelo celular experimental adecuado para el desarrollo de este trabajo, 
a través del estudio funcional del efecto de los exosomas en la respuesta a cisplatino. 
- Caracterizar el contenido microRNómico y proteómico de los exosomas procedentes de 
células resistentes a fármacos derivados del platino e identificar posibles candidatos 
implicados en el proceso de resistencia. 
- Identificar microARNs endógenos o “housekeeping” para la correcta normalización de 
los niveles de miARNs exosomales. 
Objetivo 3: Evaluar el potencial uso clínico de los candidatos identificados con el modelo 
experimental en muestras de plasma de pacientes con cáncer de pulmón y ovario. 
- Validar el potencial uso clínico como normalizador de los miARNs endógenos 
identificados.  
- Estudiar el papel de los miARNs y proteínas exosomales identificados como marcadores 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 
1. Modelado digital 
El desarrollo del modelo integrado de exosomas se realizó durante mi estancia 
predoctoral en el laboratorio de “Molecular Graphics” del centro de investigación The Scripps 
Research Institute (San Diego, California, EEUU) en colaboración con el Dr. David S. Goodsell.  
La búsqueda de los componentes proteicos se realizó utilizando la base de datos 
ExoCarta85 y el sistema de búsqueda PubMed (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) para el 
estudio bibliográfico de los trabajos realizados hasta la fecha en exosomas. Las estructuras 
atómicas de las moléculas se obtuvieron en la base de datos PDB135 (del inglés, Protein Data 
Bank) (http://www.rcsb.org) y, para aquellas no disponibles se utilizó la  información 
proporcionada por UniProt136 (https://www.uniprot.org) y se montaron con el programa Python 
Molecular Viewer137. Las glicosilaciones específicas de cada proteína se añadieron en las 
posiciones indicadas en UniProt utilizando el programa Glycoprotein Builder 
(http://glycam.org). Para la estimación de la concentración de las proteínas del contenido 
exosomal se utilizó la base de datos PaxDB138 (https://pax-db.org), además del sistema de 
búsqueda PubMed. A partir de dichas estructuras, la ilustración manual se realizó usando las 
técnicas de acuarela previamente reportadas por el Dr. Goodsell139. Los modelos digitales en 2D 
y 3D se desarrollaron con los programas CellPAINT140 y CellPACK141, respectivamente.  
 
2. Cultivos celulares 
Para el desarrollo de este trabajo se han utilizado once líneas celulares tumorales de 
origen humano, nueve se obtuvieron de la ATCC (del inglés, American Type Culture Collection) 
(Manassas, EEUU) o de la ECACC (del inglés, European Collection of Authenticated Cell Cultures) 
(Sigma-Aldrich, España). Todas ellas se cultivaron en RPMI (Corning) o DMEM (Gibco) 
suplementado con 2 mM glutamina, antibiótico (Gentamicina 50mg/ml, CELLPURE), antifúngico 
(Anfotericina B 250 µg/ml, Corning) y un 10% de SBF (Suero Bovino Fetal) libre de exosomas. La 
eliminación de las vesículas del SBF se realizó mediante ultracentrifugación a 100 000 x g durante 
16 h a 4 ºC (Optima L-100 XP, rotor 45Ti, tubos 70 ml 355622, Beckman Coulter, EEUU) y se filtró 
con un filtro de 0,22 µm. Los subtipos resistentes a CDDP H23R, H460R y A2780R; y a 
carboplatino (CBDCA) H23R-CBDCA y A2780R-CBDCA, se establecieron previamente en nuestro 
laboratorio142,143 (Figura 11A-F). Las líneas celulares se expusieron a dosis crecientes de CDDP o 
CBDCA hasta alcanzar un índice de resistencia (IR) significativo respecto a las líneas parentales 
sensibles. El IR se calculó como la Concentración Inhibitoria 50 (IC50), que es la concentración 
con la que se alcanza la muerte del 50% del cultivo celular, del subtipo resistente entre la CI50 
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del sensible. Las variantes resistentes H23R, H460R y A2780R se seleccionaron después de una 
exposición final a 0,7; 0,5 y 0,5 µg/ml de CDDP, respectivamente. Las variantes resistentes H23R-
CBDCA y A2780R-CBDCA se seleccionaron tras una exposición final a 2,5 y 1,25 µg/ml de CBDCA, 
respectivamente. Las líneas celulares de cáncer de ovario sensibles y resistentes a CDDP 41M y 
41MR fueron donadas por el Dr. Kelland y se cultivaron en DMEM suplementado con 10% de 
SBF libre de exosomas. Las siete líneas celulares tumorales adicionales H1299, H727, HT29, 
LoVo, IMIMPC2, PANC1 y MCF7, se utilizaron para validar los resultados obtenidos a partir de 
las líneas celulares pareadas sensibles y resistentes establecidas en nuestro laboratorio.                                                                                       
 
Figura 11. Curvas de viabilidad a CDDP y CBDCA.  Las curvas muestran la resistencia a CDDP de las 
células (A) H23R, (B) H460R, (C) A2780R y (D) 41MR; y a CBDCA de las células (E) H23R-CBDCA y (F) 
A2780R-CBDCA. Los datos se normalizaron con respecto al control no tratado, que se estableció 
como el 100%. IC50, es la concentración que induce la muerte del 50% de la población celular. El 
índice de resistencia (IR) se calcula como IC50 de la línea celular resistente / IC50 de la línea celular 
sensible. P <0,001 se consideró como un cambio significativo en la sensibilidad al fármaco (prueba 
t de Student). 
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Todas las líneas celulares utilizadas se testaron para validar su identidad en el Servicio de 
Genómica del Instituto de Investigaciones Biomédicas Alberto Sols (iiBm) CSIC-UAM, mediante 
el análisis de microsatélites de loci específicos dentro del Genoma Humano utilizando el kit 
GenePreintR10 (Promega, EEUU). Este sistema permite amplificar simultáneamente y marcar 
con diferentes fluorocromos los microsatélites D21S11, TH01, TPOX, vWA, Amelogenina, 
CSF1PO, D16S539, D7S820, D13S317 y D5S818. Los perfiles obtenidos se compararon con los 
publicados para cada línea celular en las bases de datos disponibles, permitiendo la 
identificación y autentificación de líneas celulares humanas, así como la detección de 
contaminación intra-especies. Los resultados del análisis se muestran en la Tabla 4.  
 
Tabla 4. Autentificación de las líneas celulares. Servicio de Genómica del iiBm CSIC-UAM. *144 
 
 
3. Recogida y procesamiento de muestras de pacientes. Seguimiento y datos clínicos 
Las muestras de plasma de 51 pacientes con CPNM avanzado (estadios IIIA-IV) y 10 
muestras pareadas de plasma y líquido ascítico de pacientes con cáncer de ovario fueron 
recogidas en el Hospital Universitario La Paz antes de recibir ningún tratamiento basado en 
platinos y procesadas antes de los primeros 60 min desde la extracción de la muestra. Además, 








D5S818 D13S317 D7S820 D16S539 VWA TH01 AMEL TPOX CSF1PO D21S11 REFERENCIA Coincidencia
REF H23 Negativo 12,13 12 9,10 11 16,17 6 X 8,9 10
ATCC ® CRL-
5800
H23 Pulmón ******** 12,13 12 9,10 11 16,17 6 X 8,9 10 30 Si
REF H460 Negativo 9,10 13 9,12 9 17 9.3 X,Y 8 11,12
ATCC ® HTB-
177
H460 Pulmón ******** 9,10 13 9,12 9 17 9.3 X,Y 8 11,12 30 Si
REF 
A2780
Negativo 11,12 12,13 10 11,13 15,16 6 X 8,10 10,11 27,28 SIGMA 
A2780 Ovario ******** 11,12 12,13 10 11,12,13 15,16 6 X 8,10 10,11 28 Si
REF 
H1299
Negativo 11 12 10 12,13 16,17,18 6,9.3 X 8 12 32.2
ATCC®CRL-
5803
H1299 Pulmón ******** 11 12 10 12,13 16,18 6,9.3 X 8 12 32.2 Si
REF H727 Negativo 11,12 11 8,10 11,13 14,15 8 X 8 11,12
ATCC ® CRL-
5815
H727 Pulmón ******** 11,12 11 8,10 11,13 14,15 8 X 8 11,12 29,32,2 Si
REF HT29 Negativo 11,12 11,12 10 11,12 17,19 6,9 X 8,9 11,12 29,30
ATCC ® HTB-
38
HT29 Colon ******** 11,12 11 10 11,12 17 6,9 X 8,9 11,12 29 Si
REF LoVo Negativo 11,12,13 8,11 9.3,10,11 9,12 17,18 9.3 X,Y 8,9 11,13,14 29,31,2
ATCC ® CCL-
229








en ATCC o 
DSMZ
IMIM PC2 Páncreas ******** 12 11 8,1 11 14,16 7,9 X 11 11 29,30
REF 
PANC1
Negativo 11,13 11 8,10 11 15 7,8 X 8,11 10,12
ATCC ® CRL-
1469
PANC1 Páncreas ******** 11,13 11 8,10 11 15 7,8 X 8,11 10,12 28 Si
REF MCF7 Negativo 11,12 11 8,9 11,12 14,15 6 X 9,12 10 30
ATCC ® HTB-
22
MCF7 Mama ******** 11,12 11 8,9 11,12 14,15 6 X 9,12 10 30 Si
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realizó con el protocolo estandarizado de extracción de plasma que se detalla a continuación. 
La sangre se recogió en tubos Vacutainer™ (BD, México) que contienen el anticoagulante ácido 
etilendiaminotetraacético o EDTA. Los tubos se centrifugaron durante 10 min a 5130 rpm a 4 ºC, 
se recogió el plasma y se centrifugó de nuevo a 14.000 rpm para eliminar los restos celulares. El 
procesamiento del líquido ascítico se realizó siguiendo las mismas centrifugaciones. Todas las 
muestras se almacenaron a -80 ºC hasta el momento de su uso. La recogida de muestras y el 
seguimiento de los pacientes se realizó de acuerdo con los criterios del servicio de Oncología 
Médica del Hospital Universitario de La Paz bajo el amparo del proyecto prospectivo, 
observacional y no intervencionista PI15/000186, financiado por el ISCIII. Todas las muestras se 
recogieron siguiendo los procedimientos operativos estándar de aprobación de los Comités de 
Ética de Investigación Humana (código PI-2109), incluyendo el consentimiento informado en el 
contexto de la investigación. Los datos clínicos, patológicos y terapéuticos fueron registrados 
por un observador independiente y anonimizados para el análisis estadístico. 
 
4. Aislamiento y purificación de los exosomas y de los miARNs exosomales 
El aislamiento de los exosomas se realizó por diferentes metodologías, dependiendo del 
origen de la muestra y del tipo de análisis posterior que se fuera a llevar a cabo con ella (Tabla 
5).  
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4.1 Aislamiento de exosomas procedentes de cultivos celulares 
Los exosomas procedentes de líneas celulares resistentes a cisplatino H23R, H460R, 
A2780R y 41MR, así como los de las líneas sensibles H23S, A2780S y 41M, se aislaron a partir de 
0,5-1 L de sobrenadante recogido tras 48-72 h en medio de cultivo suplementado con SBF libre 
de exosomas. Para eliminar células muertas y otros restos celulares, se centrifugó a 3500 rpm 
durante 30 min. Posteriormente, el volumen de sobrenadante de cada línea se concentró con 
los tubos Ultra-15 Centrifugal Filter Concentrator (Merck, Alemania) hasta obtener un volumen 
máximo de 70 ml por línea celular de sobrenadante concentrado y así optimizar el aislamiento 
de los exosomas en un solo tubo. El sobrenadante se filtró con un filtro de 0,22 µm para eliminar 
las vesículas de mayor tamaño y se ultracentrifugó a 100.000 x g durante 2 h a 4 ºC. El 
precipitado se lavó con 35 ml de PBS 1X filtrado con un filtro de 0,22 μm y se volvió a 
ultracentrifugar a 100.000 x g durante 2 h a 4ºC. El pellet de exosomas resultante se resuspendió 
finalmente en 300 µl de PBS 1X filtrado y se almacenó a -80 ºC (Figura 12).  
 
 
Figura 12. Protocolo extracción de exosomas de cultivos celulares.  
 
El correcto aislamiento de exosomas derivados de las líneas celulares pareadas H23S/R, 
A2780S/R y 41M/MR a través del procedimiento de ultracentrifugación, se validó por 
microscopía electrónica y análisis de rastreo de nanopartículas (NTA) con Nanosight. Los 
exosomas extraídos por este procedimiento se utilizaron para los ensayos con citometría de flujo 
y los ensayos funcionales de viabilidad. 
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Los exosomas derivados de las líneas celulares pareadas H23S/R, A2780S/R y 41M/MR, 
de los subtipos resistentes a carboplatino H23R-CBDCA y A2780R-CBDCA, así como los exosomas 
del resto de líneas celulares de distintos tipos tumorales se aislaron a partir de 3ml de 
sobrenadante con el kit miRCURY Exosome Isolation Kit (Exiqon, Dinamarca) de acuerdo con las 
instrucciones del fabricante.  
 
Para los análisis de secuenciación masiva (NGS) del miRNoma y qRT-PCR, se extrajo el 
contenido en miARNs utilizando miRCURY RNA Isolation Kit (Exiqon, Dinamarca), siguiendo el 
protocolo indicado por la casa comercial. Los exosomas utilizados en el estudio de proteómica 
shotgun se lisaron con tampón RIPA Pierce (Thermofisher Scientific, EEUU) suplementado con 
inhibidor de proteasas Pierce (Thermofisher Scientific, EEUU).  
 
4.2 Aislamiento de exosomas de plasma sanguíneo 
Los exosomas circulantes procedentes del plasma sanguíneo de pacientes oncológicos y 
donantes sanos y su contenido en miARNs se obtuvieron a partir de 1 ml de plasma filtrado con un 
filtro de 0,22 μm, con el kit ExoRNeasy Serum/Plasma Midi Kit (Qiagen, Alemania) según las 
indicaciones del fabricante.  
 
Por otro lado, los exosomas circulantes de plasma sanguíneo de pacientes que 
posteriormente se utilizaron para el análisis proteómico de su contenido, se aislaron mediante 
cromatografía de exclusión por tamaño con qEV Original Size Exclusion Column (iZON Science, 
Reino Unido), partiendo igualmente de 1 ml de plasma sanguíneo filtrado y siguiendo el protocolo 
de la casa comercial. El volumen final de fracción exosomal que se obtuvo, 1,5 ml, se redujo hasta 
obtener 50-100 µl utilizando el concentrador por vacío Concentrator Plus (Eppendorf) a 
temperatura ambiente. La cromatografía de exclusión molecular utiliza una columna que contiene 
una resina porosa con un tamaño específico (fase estacionaria). Las partículas que tengan un 
tamaño mayor al rango de aislamiento no cabrán en los poros y fluirán alrededor de dicha resina, 
eluyendo en las fracciones iniciales (0-6). Las vesículas eluyen principalmente entre las fracciones 7 
y 9, mientras que las moléculas más pequeñas (proteínas) quedarán retenidas más tiempo en los 
poros y eluyen en fracciones más tardías (11-30) (Figura 13). 




Figura 13. Perfil de elución típico de una columna qEV. La línea rosa hace referencia a los 
exosomas y la línea azul a las proteínas plasmáticas. 
 
5. Identificación y caracterización de los exosomas 
La identificación y caracterización externa de los exosomas de las células resistentes se 
realizó a partir de muestras extraídas por ultracentrifugación como se detalla en el apartado 
4.1, utilizando dos metodologías: 
 
5.1 Microscopía electrónica de transmisión 
El análisis del tamaño y morfología de los exosomas mediante Microscopía Electrónica de 
Transmisión (MET) fue realizado en el Servicio de Microscopía electrónica de transmisión de la 
Facultad de Medicina de la Universidad Autónoma de Madrid. 
  
Los exosomas se fijaron en 100 μl de paraformaldehído (PFA) 0,1 M de tampón de fosfato 
al 2% (pH 7,4). Se montaron en rejillas de carbón recubiertas con una película plástica del 
polímero formvar. Después se realizó una post-fijación en glutaraldehído al 1%. Tras los lavados, 
las rejillas se contrastaron con oxalato de uranilo al 2% y se embebieron en una mezcla de 
acetato de uranilo al 0,4% y metilcelulosa al 1,8%. Las muestras se examinaron en un 
microscopio electrónico de transmisión JEOL JEM-1010 (JEOL, EEUU), empleando un voltaje de 
trabajo de 100 kV y 120.000 aumentos. El análisis de las muestras se llevó a cabo utilizando el 
programa DigitalMicrograph, para la visualización y procesamiento de las imágenes. 
 
5.2 Nanosight 
El tamaño y concentración de las muestras de exosomas aislados se analizó utilizando el 
sistema de Análisis de rastreo de nanopartículas (NTA, del inglés Nanoparticle Tracking Analysis) 
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con el microscopio NanoSight LM10 (Malvern, Reino Unido) ubicado en las instalaciones 
comunes del IdiPAZ. Los exosomas se diluyeron entre 1:400 y 1:100 en PBS 1X filtrado, 
dependiendo de la concentración de la muestra, para mantener el rango óptimo de medida 
recomendado por el fabricante. El análisis de cada muestra se realizó por duplicado, a partir de 
3 vídeos de 30 s, utilizando el programa específico NTA 3.0. La tecnología NTA analiza el 
movimiento browniano de las partículas en suspensión. Para ello, un rayo láser pasa a través de 
la muestra, haciendo que las partículas en suspensión dispersen la luz (Figura 14). A través de 
un microscopio de 20 aumentos con una cámara integrada se capta el movimiento browniano 
de las partículas, cuya velocidad está relacionada con la viscosidad y temperatura del líquido en 
el que están suspendidas y con el tamaño de las partículas. El programa rastrea las partículas 
individualmente y, por medio de la ecuación de Stokes-Einstein, calcula el diámetro 
hidrodinámico de cada una de ellas, así como la concentración de la muestra en partículas/ml. 
 
              Figura 14. Sistema de Análisis de rastreo de nanopartículas con Nanosight. 
 
6. Ensayos de internalización con citometría de flujo 
Los ensayos de internalización de exosomas se realizaron mediante citometría de flujo en 
colaboración con el laboratorio de Fisiopatología Linfocitaria en Inmunodeficiencias del IdiPAZ, 
liderado por el Dr. Eduardo López Granados.  
 
Los exosomas de las células resistentes H23R, H460R, A2780R y 41MR utilizados para los 
ensayos de citometría se extrajeron por ultracentrifugación como se detalla en el apartado 4.1. 
Para la tinción de la bicapa lipídica de los exosomas se marcaron con el fluorocromo PKH26 Red 
Fluorescent Cell Linker Mini Kit (Merk, Alemania), siguiendo las instrucciones del fabricante. 
Brevemente, se prepararon 500 µl de Diluyente C mezclado con 1 µl de PKH26 para las muestras 
H23R y H460R; y con 2 µl de PKH26 para las muestras A2780R y 41MR. Un volumen de 
250µl/muestra de solución de tinción se incubó durante 4 min con los exosomas de cada línea. 
La reacción de marcaje se detuvo agregando un volumen igual de PBS 1X con BSA al 3% filtrado 
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con un filtro de 0,22µm. Los exosomas marcados se lavaron en 35 ml de PBS 1X con BSA al 3% y 
se ultracentrifugaron a 100.000 x g durante 2 h a 4 ºC. En el caso de los exosomas de las líneas 
de pulmón H23R y H460R se realizó un segundo lavado. Una vez obtenido el precipitado de 
exosomas, se resuspendieron en PBS 1X filtrado. Exactamente el mismo proceso se realizó con 
PBS como control para determinar la fluorescencia basal del PKH26.  
 
Para los ensayos de internalización, se marcaron las células sensibles con el fluorocromo 
CellTrace™ Violet Cell Proliferation Kit (Thermofisher Scientific, EEUU). Brevemente, 106 células 
se resuspendieron en PBS suplementado con 5% de SBF libre de exosomas y se incubaron 
durante 20 min con 20 µl de CTV 1 µM. Un volumen de 200 µl, correspondiente a 200.000 células 
teñidas se sembró conjuntamente con 100 µl de exosomas o PBS control marcados con PKH26 
en una placa multipocillo p96. Después de 20 h de co-incubación, las células se tripsinizaron, 
lavaron y pasaron a través del citómetro de flujo Facs Canto II (BD Biosciences, EEUU). Para 
medir la tasa de mortalidad asociada a la incubación con exosomas, se utilizó el marcaje 7-
aminoactinomicina D (7AAD) (BD Biosciences, EEUU). El análisis de los resultados se realizó con 
el programa FLOWJO (FLOWJO LLC, EEUU).  
 
7. Ensayos de incubación con exosomas y viabilidad a cisplatino  
Se sembraron las células 41M y 41MR en placas multipocillo p96 en una concentración de 
20.000 células/pocillo. Los exosomas de las células resistentes 41MR fueron aislados por 
ultracentrifugación como se describe en el apartado 4.1 de la metodología y se cuantificaron 
mediante el ensayo colorimétrico Bradford (Bio-rad, CA, EE. UU.). Una concentración de 80 
µg/ml de exosomas128,145 se incubó con las células sensibles 41MR de durante 24, 48 y 72 h. Tras 
el tiempo de incubación en cada caso, las células se trataron con dosis crecientes de cisplatino 
(Farma-Ferrer, España): 0; 0,5; 1; 1,5; 2 y 3 µg/ml. La viabilidad celular se analizó 72 h después 
del tratamiento farmacológico utilizando el ensayo colorimétrico CellTiter 96® AQueous One 
Solution Cell Proliferation Assay (MTS) (Promega, España). Los ensayos con las líneas H23S/R, 
H460S/R y A2780S/R se realizaron siguiendo el mismo procedimiento, pero con un único tiempo 
de incubación con los exosomas de 48 h y dos concentraciones diferentes de exosomas: 80 
µg/ml y 800 µg/célula. En todos los casos se compararon los datos con el control tratado con 
PBS.  
 
Para los ensayos de viabilidad con los exosomas procedentes de las líneas celulares 
sensibles H23S, A2780S y 41M, se realizó el mismo procedimiento de aislamiento de las 
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vesículas. A continuación, se sembraron, por triplicado, 40.000 células/pocillo de cada línea 
celular resistente H23R, A2780R y 41MR, en placas multipocillo p24 y se incubaron con los 
exosomas sensibles o con PBS durante 48 h a una concentración de 80µg/ml de exosomas/célula 
o un volumen equivalente de PBS. Tras el tiempo de incubación, se trataron las células con una 
única dosis de cisplatino, correspondiente a la IC50 de cada línea celular: 0,5 µg/ml para H23R, 
0,25 µg/ml para A2780R y 1,5 µg/ml para las 41MR. Tras 72 h de exposición al fármaco, las 
células se fijaron con 1 ml/pocillo de glutaraldehído (Merck, Alemania) al 1% y se tiñeron con 
500 µl/pocillo de cristal violeta al 0,1% (Merck, Alemania). A continuación, las células se 
destiñeron con 500 µl/pocillo de ácido acético al 10% y se trasfirieron 200 µl de cada pocillo a 
una placa de 96 pocillos para la cuantificación de su absorbancia con el lector de placas Infinite 
200 PRO multimode reader (TECAN, Suiza). 
 
8. Secuenciación masiva de miARNs exosomales e identificación bioinformática de 
candidatos 
La extracción de los miARNs exosomales de las líneas H23S y R, A2780S y R, 41M y MR 
para su análisis por secuenciación masiva se realizó con los kits miRCURY Exosome Isolation Kit 
y miRCURY RNA Isolation Kit (Exiqon, Dinamarca), como se detalla en el apartado 4.1 de la 
metodología. Dicho ARN se cuantificó con el espectrofotómetro NanoDrop ND-1000 
(Thermofisher Sicientific, USA) y se envió para su análisis a la compañía ArrayStar (ArrayStar Inc., 
EEUU). Brevemente, la preparación de las bibliotecas para la secuenciación masiva incluyó los 
siguientes pasos: (1) ligación con el adaptador 3’, (2) ligación con el adaptador 5’, (3) síntesis del 
ADNc, (4) amplificación por PCR y (5) selección de los fragmentos amplificados de un tamaño 
entre 130 y 150 pb (correspondientes a 15-35 nucleótidos (nt) de miARNs). Posteriormente se 
desnaturalizó el ADN para obtener hebras de cadena sencilla, que se capturaron en células de 
flujo de Ilumina, se amplificaron in situ en agrupaciones o clusters y, finalmente, se secuenciaron 
con 51 ciclos utilizando el secuenciador Illumina HiSeq 2000 (Illumina Inc., EEUU).  
 
Las lecturas obtenidas se filtraron para eliminar los adaptadores y las secuencias menores 
de 15nt. Las lecturas finales fueron alineadas frente a miRBase 21 utilizando el programa 
Novoalign (NovoCraft, Malasia). Para seleccionar los miARNs candidatos diferencialmente 
representados entre los fenotipos sensible y resistente, se descartaron las lecturas con 
recuentos menores de 2. A continuación se normalizaron como tránscritos por millón de lecturas 
alineadas (TPM) y, para evitar falsos negativos, se seleccionaron, para cada línea, los miARNs 
comunes a los dos fenotipos, es decir, los que mostraban lecturas tanto en el subtipo sensible, 
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como en el subtipo resistente. Para las comparaciones entre fenotipos se calculó el logaritmo 
en base dos de la proporción o Fold Change (log2FC) y el p-valor entre cada grupo. A 
continuación, se seleccionaron aquellos pre-miARNs con un log2FC mayor o igual a 2, lo que 
equivale a unos niveles 4 veces más elevados en el fenotipo resistente frente al fenotipo 
sensible. Por último, se seleccionaron los miARNs que reunían dichas condiciones en al menos 2 
de las 3 líneas analizadas.  
 
Los microARNs nuevos o noveles son aquellos que no están anotados actualmente en la 
base de datos miRBase pero que, utilizando algoritmos de predicción, pueden ser identificados 
en función de los conteos obtenidos en la secuenciación masiva de los miARNs. Para ello se 
utilizó el programa miRDeep2146 sobre las lecturas finales. Al usar un modelo simple para el 
procesamiento de precursores de miARNs por parte de Dicer, miRDeep es capaz de identificar 
la mayoría de los miARNs conocidos presentes en muestras de secuenciación masiva y obtener 
con ello miARNs noveles, que aún no han sido registrados en las bases de datos. Para la selección 
de los miARNs noveles se siguieron los mismos pasos que en el caso de los miARNs conocidos, a 
diferencia del último cribado, en el que se seleccionaron aquellos con un log2FC mayor o igual a 
6 en cualquiera de las líneas, lo que equivale a unos niveles 64 veces más elevados en el fenotipo 
resistente frente al fenotipo sensible. 
 
Por último, para la selección de los miARNs con potencial valor endógeno, se descartaron 
las lecturas con recuentos menores de 2 y se normalizaron como TPM. A continuación, se calculó 
el logaritmo en base dos de la proporción o Fold Change (log2FC) entre los fenotipos sensible y 
resistente para cada línea y se seleccionaron los de menor valor que tuvieran al menos un conteo 
por millón de lecturas en todas las condiciones experimentales. Los análisis bioinformáticos han 
sido desarrollados por Carlos Rodríguez, bioinformático especializado en transcriptómica y 
epigenómica integrante de nuestro grupo de investigación.  
 
9. Validación de los niveles de miARNs candidatos: retrotranscripción y qRT-PCR  
La extracción de los miARNs de los exosomas procedentes del secretoma de las líneas 
celulares y de las muestras de plasma sanguíneo de los pacientes se realizó con los kits miRCURY 
Exosome Isolation Kit y miRCURY RNA Isolation Kit (Exiqon, Dinamarca) en el primer caso y con 
el kit ExoRNeasy Serum/Plasma Midi Kit (Qiagen, Alemania), como se describe en los apartados 
4.1 y 4.2 de la metodología. La extracción del ARN total de las células se realizó mediante el 
método de tiocinato de guanidina con Qiazol (Qiagen, Alemania) y cloroformo (Merck, 
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Alemania). El pellet resultante de la precipitación con isopropanol se resuspendió en agua libre 
de RNAsas (Gibco) y se congeló a -80 ºC hasta su uso. La concentración de ARN de todas las 
muestras se cuantificó con el espectrofotómetro NanoDrop ND-1000 (Thermofisher Sicientific, 
USA).  
La retrotranscripción inespecífica de todos los miARNs de cada muestra se llevó a cabo 
utilizando el kit TaqMan™ Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit (Thermofisher Scientific, EEUU), 
según las instrucciones del fabricante. A continuación, el análisis cuantitativo de cada miARN 
específico se realizó utilizando sondas TaqMan™ Advanced miRNA assays y la mezcla de reacción 
TaqMan™ Universal PCR Master Mix o TaqMan™ Fast Advanced Master Mix (Thermofisher 
Scientific), dependiendo del ensayo (Tabla 6). Las muestras se analizaron por triplicado con el 
termociclador HT7900 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, EEUU). Los parámetros 
utilizados fueron: 10 min a 95 ºC y 40 ciclos de 15 s a 95 ºC seguido de 1 min a 60 ºC en el caso 
de la mezcla de reacción TaqMan™ Universal PCR Master Mix, y 20 s a 95 ºC seguido de 40 ciclos 
de 1 s a 95 ºC y 20 s a 60 ºC en el caso de la mezcla de reacción TaqMan™ Fast Advanced Master 
Mix. La cuantificación relativa de la expresión se realizó con el programa RQ Manager 
(Thermofisher Scientific, EEUU), que se basa en el método comparativo 2-ΔΔCt147. El valor de 
ΔCt se calculó restando el valor Ct del control endógeno miR-151a al valor Ct del miARN 
seleccionado. 
 
Tabla 6. Lista de miARNs utilizados para qRT-PCR. Se indica el número de acceso, 
nombre del ensayo TaqMan™, tipo de MasterMix y secuencia del miARN maduro. 
 
* Los nombres de los miARNs noveles (“”) se asignaron de acuerdo con su posición 











hsa-miR-16-5p MI0000070 477860_mir Universal PCR UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG
hsa-miR-22-5p MI0000078 477987_mir Universal PCR AGUUCUUCAGUGGCAAGCUUUA
hsa-miR-27a-3p MI0000085 478384_mir Universal PCR UUCACAGUGGCUAAGUUCCGC
hsa-miR-151a-3p MI0000809 477919_mir Ambas CUAGACUGAAGCUCCUUGAGG
hsa-miR-142-3p MI0000458 477910_mir Universal PCR UGUAGUGUUUCCUACUUUAUGGA
hsa-miR-221-3p MI0000298 477981_mir Universal PCR AGCUACAUUGUCUGCUGGGUUUC
hsa-miR-363-3p MI0000764 478060_mir Universal PCR AAUUGCACGGUAUCCAUCUGUA
hsa-miR-451a MI0001729 478107_mir Universal PCR AAACCGUUACCAUUACUGAGUU
hsa-miR-891a-5p MI0005524 479196_mir Fast Advanced UGCAACGAACCUGAGCCACUGA
hsa-miR-892a MI0005528 479371_mir Fast Advanced CACUGUGUCCUUUCUGCGUAG
miARNs noveles*
hsa-miR-“36434” - Personalizada Fast Advanced AGGGUUGGGCUUGGGGA
hsa-miR-“5149” - Personalizada Fast Advanced GAGACUGGAGAACUAGAGC
hsa-miR-“55745” - Personalizada Fast Advanced AGUGAAAUGACUUGAGAGG
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10. Transfección con mimics y curvas de viabilidad a CDDP 
Se sembraron 106 células de cada línea celular en placas multipocillo p24 para los ensayos 
de viabilidad con platino. Al día siguiente, las células fueron transfectadas con 10 o 20 nM de los 
miARNs sintéticos (mimics) miR-451a (Ref: MC10286), miR-142-3p (Ref: MC10398), miR-891a-
5p (Ref: MC12935) o del control negativo (Ref: 4464058) (Thermofisher Scientific, EEUU) 
utilizando el reactivo de transfección JetPrime (PolyPlus, Francia) de acuerdo con las 
instrucciones del fabricante. El mimic correspondiente al miR-55745 fue sintetizado a partir de 
su secuencia (Tabla 6) por la casa comercial (Thermofisher Scientific, EEUU). Tras 6 h de la 
transfección, las células se trataron con dosis crecientes de cisplatino (Farma-Ferrer, España). 
Para cada línea celular, la concentración de platino se calculó dada su IC50. Tras 72 h de 
exposición al fármaco, las células se fijaron con 1 ml/pocillo de glutaraldehído (Merck, Alemania) 
al 1% y se tiñeron con 500 µl/pocillo de cristal violeta al 0,1% (Merck, Alemania). A continuación, 
las células se destiñeron con 500 µl/pocillo de ácido acético al 10% y se trasfirieron 200 µL de 
cada pocillo a una placa de 96 pocillos para la cuantificación de su absorbancia con el lector de 
placas Infinite 200 PRO multimode reader (TECAN, Suiza). La efectividad de la transfección se 
analizó a partir de placas p35 en las que se sembraron 200.000 células y que fueron 
paralelamente transfectadas con las concentraciones de mimic correspondientes y que se 
almacenaron a -80 ºC para la posterior extracción de ARN y el análisis de los niveles del miARN 
por qRT-PCR. 
 
11. Análisis proteómico 
Los análisis del contenido proteico de los exosomas de líneas celulares y de plasma de 
pacientes con CPNM se realizó mediante espectrometría de masas en colaboración con el 
Servicio de Proteómica del Centro Nacional de Biotecnología (CNB-CSIC). La extracción de las 
muestras de exosomas de las líneas celulares y del plasma de los pacientes se detalla en los 
apartados 4.1 y 4.2 de la metodología.  
 
La espectrometría de masas (MS) es una técnica de análisis que permite determinar la 
relación masa-carga (m/z) de iones formados a partir de compuestos orgánicos e inorgánicos, 
fragmentarlos de manera controlada y obtener información cualitativa y cuantitativa a partir de 
los espectros MS1 y MS2 obtenidos. La MS constituye una herramienta fundamental para el 
análisis de proteínas a gran escala y, dentro de las técnicas que engloba, el método más común 
es la proteómica shotgun, que permite identificar las proteínas presentes en muestras complejas 
a partir de la caracterización de péptidos resultantes de su digestión proteólitica mediante 
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cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas en tándem (LC-MS/MS), que 
combina la separación física por cromatografía líquida con el análisis por espectrometría de 
masas. La abundancia relativa de los péptidos identificados puede calcularse empleando 
diferentes aproximaciones, entre las que se encuentra el denominado spectral counting, o 
estimación en base al número de veces que se identifica un espectro148 y las aproximaciones 
basadas en marcaje metabólico (SILAC), químico (iTRAQ o TMT) o libres de marcaje (label-free). 
Para una validación posterior de los valores de cuantificación relativos de proteínas específicas, 
se utilizan técnicas de proteómica dirigida, con el uso de espectrómetros de masas conocidos 
como triples cuadrupolos149. En esta técnica, el primer cuadrupolo (Q1) actúa como un filtro en 
el que se seleccionan valores predefinidos de m/z correspondientes a los péptidos específicos o 
únicos de la proteína de interés. En el segundo cuadrupolo (Q2) se fragmentan los péptidos que 
han pasado el primer filtro y, en el tercer cuadrupolo (Q3), se vuelve a aplicar un filtro que 
permite separar los distintos fragmentos o transiciones de cada péptido para poder medir su 
intensidad (Figura 15). Los términos SRM (del inglés, Selected Reaction Monitoring) y MRM (del 
inglés, Multiple Reaction Monitoring), hacen referencia a dos modalidades de proteómica 
dirigida, según se monitoricen una o más transiciones del péptido precursor, respectivamente. 
 
Figura 15. Representación esquemática del funcionamiento de un espectrómetro de masas de 
triple cuadrupolo. Q1 y Q3 actúan como filtros de masas para aislar los péptidos y fragmentos 
de péptidos de interés. m/z: masa/carga. Modificada de150. 
  
11.1 Digestión tríptica 
Todas las muestras se cuantificaron con Micro BCA™ Protein Assay Kit (Thermofisher 
Scientific, EEUU). Un total de 1,5 µg de cada muestra se disolvieron en Urea 8 M y bicarbonato 
amónico 25 mM (Merck, Alemania). Los puentes disulfuro fueron reducidos con ditiotreitol 
(DTT) 10 mM y las cisteínas se alquilaron con yodoacetamida (IAM) 50 mM (Merck, Alemania), 
como se describió previamente151. La concentración de urea se redujo a 2 M con bicarbonato de 
amonio 25 mM (volumen final 40 µl) y las muestras se digirieron durante toda la noche a 37 ºC 
con tripsina (Merck, Alemania), en una proporción sustrato:enzima de 25:1. Tras la digestión, 
las muestras se desalaron utilizando ZipTip C18 (Merck). 
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11.2 Síntesis de péptidos 
Para validar los métodos de proteómica dirigida MRM y para confirmar la secuencia 
peptídica mediante proteómica shotgun se utilizaron péptidos sintéticos. La síntesis de péptidos 
se llevó a cabo en un sintetizador de péptidos automatizado Multiprep (Intavis, Alemania), 
utilizando química standard Fmoc (Merck, Alemania).  
 
11.3 Análisis proteómico shotgun mediante espectrometría de masas en tándem (LC-MS/MS)  
Los péptidos trípticos resultantes de la digestión del contenido proteico de las muestras 
de exosomas procedentes de las líneas celulares sensibles y resistentes a CDDP (H23S/R, 
A2780S/R y 41M/R) se analizaron mediante proteómica shotgun de la siguiente manera: el 
análisis nano-LC ESI-MSMS se realizó usando un nanocromatógrafo líquido Eksigent 1D-
nanoHPLC acoplado a un espectrómetro de masas 5600TripleTOF QTOF (Sciex, EEUU). La 
columna analítica utilizada fue una columna de fase inversa C18 basada en sílice Waters 
nanoACQUITY UPLC 75 µm x 15 cm; 1,7 µm de tamaño de partícula. La columna de atrapamiento 
Acclaim PepMap 100, diámetro de partícula de 5 µm, tamaño de poro de 100 Å, se conectó en 
línea con la columna analítica. La bomba de carga suministró una solución de ácido fórmico: 
agua: acetonitrilo 0,1%: 98%: 2% (Scharlab, España) a 3 µl/min. La nanobomba proporcionó un 
caudal de 250 nl/min y se hizo funcionar en condiciones de elución en gradiente, utilizando ácido 
fórmico al 0,1% (Fluka, Suiza) en agua como fase móvil A y ácido fórmico al 0,1% en acetonitrilo 
al 100% como fase móvil B. La elución del gradiente se realizó de acuerdo con el siguiente 
esquema: condiciones isocráticas del 96% A: 4% B durante 5 min, un aumento lineal al 40% B en 
220 min, un aumento lineal al 95% B en 2 min, condiciones isocráticas del 95% de B durante 5 
min y volver a las condiciones iniciales en 15 min. El volumen de inyección fue de 5 µl. El sistema 
LC se acopló a través de una fuente de Nanoespray al espectrómetro de masas. La adquisición 
automática se realizó en modo DDA (data-dependent) utilizando exclusión dinámica, lo que 
permitió obtener ambos espectros MS1 en el rango m/z 350-1250 seguidos por espectros 
tándem MSMS en condiciones CID de los 15 iones más abundantes. El tiempo de adquisición fue 
de 250 ms y 100 ms para los espectros de MS y MSMS, respectivamente. Los espectros MSMS 
obtenidos se utilizaron para lanzar búsquedas frente a una base de datos de proteínas 
correspondientes a Homo sapiens, descargada de UniprotKB, y empleando el motor de 
búsqueda Mascot v.2.6. Como parámetros de búsqueda se utilizaron 25 ppm y 0,05 Da como 
error para los iones precursores y los fragmentos, respectivamente, así como las siguientes 
modificaciones: carbamidometilacion de cisteína, como modificación fija y oxidación de 
metionina y acetilación (N-terminal de proteína) como modificaciones variables. Los péptidos 
identificados se cargaron en el programa de análisis Scaffold para determinar, en base al número 
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de espectros identificados por péptido, de manera semicuantitativa las diferencias entre las 
diferentes muestras.  
 
11.4 Análisis de proteómica dirigida MRM 
La validación de las diferencias semicuantitativas identificadas mediante Scaffold se 
realizó mediante proteómida dirigida en formato MRM. Se validaron un total de 20 proteínas 
seleccionadas en muestras de exosomas procedentes de plasma de pacientes. Para ello, las 
muestras digeridas se diluyeron con ácido trifluoroacético (TFA) al 0,2% en agua y se sometieron 
a un análisis MRM utilizando un nanocromatógrafo líquido 1D Plus nanoLC Ultra system 
(Eksigent, EEUU) conectado a un espectrómetro de masas de triple cuadripolo Sciex 5500 QTRAP 
(Sciex, EEUU) equipado con una fuente nano-ESI y controlado por el programa Analyst v.1.5.2 
(Sciex, EEUU). 
Las muestras digeridas trípticamente se cargaron en una columna de carga C18 PepMap 
300 µm I.D. x 5 mm (5 µm, 100 Å, Thermo Scientific, EEUU) y se separaron utilizando una 
columna BioSphere C18 de 75 µm i.d. Columna capilar de × 150 mm (3 µm, 120 Å, 
nanoseparaciones). La elución en gradiente se realizó de acuerdo con el siguiente esquema: 
condiciones isocráticas de 98% A (agua que contiene 0,1% de ácido fórmico): 2% de B (100% de 
ACN con 0,1% de ácido fórmico) durante 2 min, un aumento lineal de 40% de B en 45 min, un 
aumento lineal hasta el 95% de B en 1 min, condiciones isocráticas del 95% de B durante 5 min 
y regreso a las condiciones iniciales en 5 min. El volumen de inyección fue de 5 µl. 
El sistema de cromatografía líquida se acopló a través de una fuente de ionización 
Nanoespray (Sciex, EEUU) al espectrómetro de masas. Las configuraciones experimentales para 
el análisis de MRM se establecieron inicialmente con la ayuda del software Skyline v.3.6152. Se 
determinó automáticamente una lista de transiciones (generalmente 3-4 por péptido, con 
preferencia hacia los iones de masa más alta), así como los valores de energía de colisión para 
los péptidos candidatos. Los experimentos iniciales se realizaron a un tiempo de exploración de 
20 ms para un rango de masa de 100-1250 m/z. Los valores de tiempo de retención 
cromatográficos obtenidos para la lista de péptidos se utilizaron para crear una versión 
programada del método MRM. El análisis de MS se realizó en el modo de ión positivo con un 
voltaje establecido a 2800V. La temperatura del gas de secado se ajustó a 150 ºC a un caudal de 
20 L/min. Las áreas de los picos y los valores de señal-ruido (S/N) para cada transición se 
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12. Análisis estadístico 
Los resultados derivados de los ensayos in vitro para las curvas de viabilidad se 
representaron como la media ± desviación estándar de al menos tres experimentos 
independientes. Se analizaron mediante comparación de medias empleando la prueba t de 
Student, valorando previamente la igualdad de varianzas con la prueba de Levene. Para los 
ensayos funcionales de transfección con mimics y los análisis de expresión de los miARNs por 
qRT-PCR, se llevaron a cabo entre 2 y 3 experimentos independientes (tal como se indica en los 
pies de figura). Los datos se representan como la media ± desviación estándar y las diferencias 
entre las curvas se compararon empleando la prueba t de Student. Los análisis de correlación 
entre los niveles de los miARNs normalizados con el endógeno exosomal miR-151a y el 
endógeno celular miR-16 se llevaron a cabo con una prueba de correlaciones no paramétricas 
de Spearman.  
Para evaluar las diferencias entre los niveles de cada miARN en las muestras de individuos 
controles y pacientes se utilizó la representación de cajas y bigotes y la prueba t de Student. 
También se utilizó este tipo de representación para analizar las diferencias entre los grupos de 
muestras distribuidas en niveles altos y bajos según el percentil 25 o 75. La evaluación de las 
diferencias en entre los grupos se realizó con el análisis de varianzas ANOVA. La evaluación 
individual de la asociación entre abundancia de potenciales biomarcadores y supervivencia se 
llevó a cabo mediante análisis de Kaplan-Meier, segregando los datos según el percentil 25, 50 
o 75 y las diferencias se compararon con el estadístico log-rank.  
Para la construcción del modelo de regresión de supervivencia basado en múltiples 
biomarcadores y parámetros clínicos se utilizó un modelo de riesgo proporcional de Cox. Se 
descartaron los pacientes para los que no se disponía de mediciones de abundancia de proteínas 
y, para evitar problemas de multicolinearidad, se llevó a cabo un filtro de correlación153 con un 
umbral de 0,7. Para eliminar las diferencias debidas a la escala de medida de cada uno de los 
parámetros de estudio, se utilizó la transformación BoxCox, centrado y escalado153, 
obteniéndose distribuciones simétricas, aproximadamente normales y con la misma media y 
varianza. Con el fin de eliminar informadores redundantes se utilizó el método lasso de regresión 
penalizada en norma L1154,155 compatible con el modelo de Cox. El valor del parámetro de 
penalización se optimizó de forma automatizada por 5-fold cross-validation. 
 
Todos los análisis estadísticos se realizaron utilizando los programas SPSS v23.0 y R 
(versión 3.5.1) con RStudio (versión 1.1.423), utilizando también los paquetes tidyverse, 
ggcorrplot, ggdendro, mclust, caret, e1071, survival, survminer y glmnet.; y se consideraron 
valores de p<0,05 como estadísticamente significativos. 
 





















PARTE 1. MODELO VISUAL INTEGRADO DE UN EXOSOMA CIRCULANTE 
 
1.1 Componentes 
Para la creación de un modelo visual a escala de un exosoma circulante, el primer paso 
fue explorar los componentes exosomales y los del plasma sanguíneo que debían formar parte 
de este. Aunque se han realizado muchos estudios de proteómica en exosomas asociados a 
diversas patologías, en este trabajo decidimos modelar un exosoma genérico, que incluyera los 
componentes más frecuentemente contenidos en los exosomas.   
 
Proteínas exosomales 
En cuanto al contenido proteico, incluimos un listado de 30 proteínas que se han descrito 
en la mayoría de los estudios proteómicos realizados en exosomas (Tabla 7). Inicialmente, se 
incluyeron 20 de las primeras 25 proteínas recogidas en la base de datos ExoCarta. Además, se 
seleccionaron 10 proteínas adicionales mediante la recopilación manual de información de 
estudios proteómicos de exosomas y revisiones bibliográficas85,156–169.  
Para cada proteína seleccionamos la estructura más completa de la lista de entradas de 
la base de datos Protein Data Bank (PDB) (http://www.rcsb.org) recogidas en UniProt 
(https://www.uniprot.org) y determinamos su estado de oligomerización individualmente 
consultando la literatura. En algunos casos no existe la estructura completa de la proteína en 
PDB, por lo que utilizamos las estructuras individuales de los diferentes dominios y junto con la 
información disponible en la bibliografía acerca de su disposición tridimensional en la proteína, 
construimos la estructura completa utilizando el programa informático Python Molecular 
Viewer, como se describe a continuación.  
La proteína TSG101 posee un dominio UEV seguido de una región de helicoide enrollado, 
sin embargo, el estado de oligomerización de esta proteína sigue siendo controvertido. Algunos 
estudios indican que una única subunidad participa en el complejo ESCRTI170, mientras que otros 
apuntan a que se trate de un homotetrámero171. Por lo que, en este caso escogimos tratarlo 
como un monómero dentro del exosoma.  
En el caso de la chaperona HSC70, que se compone de dos dominios NBD y SBD, 
conectamos manualmente las estructuras de ambos en función del estudio de Stricher et al.172.  
La estructura de CD81 se utilizó para representar las tres tetraspaninas (CD81, CD9 y 
CD63) y las glicosilaciones específicas de cada una indicadas en UniProt se añadieron utilizando 
el programa Glycoprotein Builder (http://glycam.org). 
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La integrina se modeló a partir de la estructura disponible de los dominios extracelulares 
de la integrina α5β1, mientras que la disposición de los segmentos transmembrana y los 
pequeños dominios citosólicos se basó en el estudio de Lau et al.173 a partir de las estructuras 
de la integrina α2β3. 
Por último, el dominio transmembrana de los antígenos leucocitarios humanos (HLA) de 
clase I y II, se modeló basado en la longitud de las cadenas recogida en UniProt.  
 
Ácidos Nucleicos exosomales 
La longitud de los fragmentos de ADN contenido en los exosomas muestra un amplio 
rango, de 35pb a 17kpb, con un enriquecimiento de los tamaños comprendidos entre 6kpb y 
17kpb106,107,109,174–176. A partir de dicha información, decidimos incluir en el modelo un fragmento 
de ADN de doble cadena de 10kpb repitiendo la estructura de un oligonucleótido (entrada 6bna 
en PDB). 
El ARNm exosomal es típicamente pequeño y heterogéneo, <200nt177 y se modeló 
utilizando la región de cadena simple del ARNm con entrada 3iz4 en PDB.  
Por último, se ha descrito que los miARNs exosomales son principalmente pre-miARNs98, 
aunque algunos investigadores los han identificado formando complejo con la proteína 
Argonauta 2 (Ago2) dentro de los exosomas99,100. Por tanto, para el modelo utilizamos la 
estructura del pre-miR21 (entrada 5uzt en PDB) y la estructura de Argonauta 2 unida a un ARN 
guía (entrada 4w5n en PDB).  
 
Proteínas del plasma sanguíneo 
La información bibliográfica disponible sobre el plasma sanguíneo es mucho más amplia, 
debido a que desde hace muchos años ha sido objeto de estudio. En nuestro modelo hemos 
incluido las 11 proteínas que tienen una concentración mayor de 7mM178 en plasma (Tabla 8), 
asegurándonos de que en el volumen de sangre representado en el modelo hay, al menos, una 
copia de cada componente. Además, incluimos el complejo formado por Argonauta2 y un 
miARN, ya que existe cierta controversia sobre la presencia de miARNs libres en plasma101,103. 
Las estructuras de los componentes del plasma sanguíneo se basaron en trabajos previos del 
grupo del Dr. Goodsell140 y la estructura de las LDL se basó en un estudio de criomicroscopía 







Tabla 7. Proteínas exosomales  
 






HSP90        Proteína de shock térmico 90
P07900 
/P08238
2cg9 9,44E-05 Heterotetrámero 85




ENO1    Enolasa P06733 2psn 1,50E-05 Homodimer 85
PKM    Piruvato Kinasa P14618 1t5a 4,89E-06 Homotetramer 85
LDHA   Lactato deshidrogenasa P00338 4ojn 4,01E-06 Homotetramer 85
ALDOA   Aldolasa P04075 5ky6 7,93E-06 Homotetrámero 85
PGK1   Fosfoglicerato Kinasa P00558 5m1r 1,23E-05 Monómero 85
FASN    Ácido graso sintasa P49327 2cf2 7,02E-07 Monómero 85
GAPDH   
Gliceraldehído-3-
fosfato deshidrogenasa P04406 4wnc 9,07E-06 Homotetrámero 85
PPIA
Peptidil-prolil cis-trans
isomerasa A P62937 5noq 3,36E-05 Monómero 85, 159
PDCD6IP 
(ALIX)
Proteina interactiva 6 












Argonauta 2 Q9UKV8 4w5n 1,07E-05 Monómero 99, 100





zeta/delta P63104 1qja 1,32E-07 Homo/
Heterodímero
85
Proteína 14-3-3 epsilon P62258 2br9 3,03E-05
EEF1A1 Factor de elongación 1 A1 P68104 1dg1 1,99E-05 Homodímero 85
EEF2 Factor de elongación 2 P13639 1n0u 7,70E-07 Monómero 85
Proteínas asociadas a la membrana
CD63 Antígeno CD63 P08962 5tcx 7,05E-06 Monómero 85
CD81 Antígeno CD81 P60033 5tcx 4,25E-05 Monómero 85






2,40E-05 Heterodímero 160, 161
RAB5A/7A
Proteína Rab-5a 
relacionada con Ras P20339 1n6h 5,37E-06 Monómero
163, 164, 165Proteína Rab-7a 
relacionada con Ras P51149 1vg8 5,37E-06 Monómero




1gg2 8,56E-06 Heterodímero 162, 166
HLAI Antígeno leucocitario humano de clase I
P03989/ 
P61769
1hsa (1,44E-06) Heterodímero 162, 167
HLAII Antígeno leucocitario humano de clase II
P01903/ 
P04229
1dlh (2,88E-06) Heterotetrámero 162, 167
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El siguiente paso en la generación del modelo fue estimar la concentración de los 
componentes elegidos en el interior de los exosomas. Sin embargo, la información sobre la 
concentración absoluta de las moléculas contenidas en el interior celular suele ser la 
información más difícil de encontrar cuando se elabora un estudio integrado de este tipo, por lo 
que supone todo un reto todavía mayor si el sujeto de estudio son estas nanovesículas 
descubiertas hace escasas 4 décadas.  
 
Aunque se han realizado numerosos estudios de proteómica en exosomas, el acceso a los 
resultados cuantitativos es, a menudo, arduo y contradictorio. Más aún teniendo en cuenta que 
la cuantificación de los exosomas en si, continúa siendo tema de debate179 y que la abundancia 
de las proteínas varía de unas células secretoras a otras180. Como resultado, no pudimos 
encontrar información detallada sobre la concentración de proteínas exosomales. Por lo que 
decidimos basar nuestro enfoque en dos etapas: (1) comenzar con la concentración de una 
célula donante y (2) modificar las concentraciones individuales según los estudios publicados de 
enriquecimiento en exosomas.  






ALB Albúmina P02768 1e7i 6,4E-04 Monómero
TF Transferrina P02787 3v83 A 4,2E-05 Monómero
IgG Inmunoglobulina gamma P01857,P0
DOX7/8
2ig2, 1fc2 8,7E-05 Heteroligómero
IgA Inmunoglobulina alpha P01876,P0
DOX7/8
2 (2ig2, 1fc2) 7,87E-06 Heteroligómero
IgM Inmunoglobulina mu
P01871,P0
DOX7/8 2rcj 1,97E-06 Heteroligómero
FGA, FGB Fibrinógeno
P02671, 
P02675 1m1j 7,2E-06 Heteroligómero
SERPINA1 α₁-antitripsina P01009 1psi 3,9E-05 Monómero
HP Haptoglobina P00738 4x0l 3,8E-06 Heterotetrámero
HPX Hemopexina P02790 1qjs 6,5E-05 Monómero
HDL Lipoproteína de alta densidad P02647 2msc A,C 2,32E-05 Heteroligómero
LDL Lipoproteína de baja densidad P04114 - 1,4E-06 Heteroligómero
EIF2C2 (AGO2) Argonauta 2 Q9UKV8 4w5n (8.7E-05) Monómero
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Las plaquetas son la principal fuente de exosomas en plasma181, por lo que basamos 
nuestro modelo en un estudio proteómico cuantitativo realizado en plaquetas182, en el que se 
reporta el número de copias de cada proteína por célula plaquetaria. Asumiendo un volumen de 
9,7fL por plaqueta, se calcularon las concentraciones molares de los componentes solubles y de 
los componentes unidos a la membrana, así como sus números de copia para un exosoma de 
100 nm de diámetro (Tabla 7). Dichos valores se ajustaron al rango de concentraciones típico 
del citoplasma de las células eucariotas, duplicándolos, ya que en el estudio de Burkhart et al. 
asumen que “la cuantificación absoluta basada en la cuantificación de los espectros puede 
arrastrar errores de hasta el 200%”. Estas concentraciones se usaron en el modelo exosomal 
para factores de transcripción (EEF1A1 y EEF2), enzimas (enolasa, piruvato kinasa, lactato 
deshidrogenasa, GAPDH, etc.), dos proteínas adaptadoras (YWHAZ y YWHAE) y la proteína G.  
 
El siguiente paso fue aplicar un factor de enriquecimiento para aquellas proteínas que se 
ha reportado que están sobre-representadas en los exosomas: 6 veces para HSC7086 y HSP90 7 
veces más que HSC7087. Un enriquecimiento de 124 veces para las tetraspaninas CD9 y CD81; y 
de 7 veces para CD6388. Las proteínas del complejo ESCRT (Alix y TSG101) y las proteínas de la 
familia de las GTPasas monoméricas Rab (Rab7 y Rab5) interaccionan con las tetraspaninas en 
el tráfico intracelular de los exosomas y se encuentran frecuentemente en concentraciones altas 
en los estudios de proteómica183, por lo que aplicamos un enriquecimiento arbitrario de 20 veces 
para todas ellas. Además co-localizamos la sintenina y las tetraspaninas en nuestro modelo, 
debido a que estas últimas forman microdominios que interactúan con la sintenina184. No 
pudimos encontrar información específica sobre HLAII, por lo que establecimos una 
concentración similar a la de HLAI y un factor de enriquecimiento de 8 para HLAII y de 2 para 
HLAI88. La concentración de Argonauta2 se estableció igual a la de Alix, ya que ambos están 
implicados en el empaquetamiento de miARNs en los exosomas185.  
 
El contenido de los exosomas en ácidos nucleicos es muy heterogéneo179 y las 
concentraciones de miARNs específicos difieren en órdenes de magnitud, desde 0,00001 a 10 
moléculas por vesícula. En este modelo, la abundancia de ARNm y miARNs se estableció como 
el valor promedio de las proteínas solubles y se incluyó una cadena de ADN de 10kb por vesícula.  
 
Como se hizo en trabajos anteriores del Dr. Goodsell140, las concentraciones de los 





1.3 Generación del modelo 
Para generar el modelo en 3D se utilizaron las concentraciones descritas en el apartado 
anterior. Sin embargo, en el caso de la ilustración realizada a mano, se representó una sección 
de 10 nm, calculándose el número de moléculas en dicho volumen y se representaron de manera 
distribuida en 3 capas diferentes de profundidad generando un efecto 2,5D. 
 
Ilustración hecha a mano 
Para generar la ilustración en 2,5D hecha a mano, exploramos las estructuras atómicas de 
todos los componentes de los exosomas y del plasma sanguíneo, para definir en cada caso el 
plano que mejor reflejase la forma y función de la molécula. Dicha vista icónica fue elegida 
manualmente siguiendo diferentes criterios, como resaltar la simetría de un complejo, lo que 
permite ver cómo interactúan las subunidades de este (p. ej. HSP90) o resaltar las características 
funcionales de la molécula, como las hendiduras de unión en los dos dominios de HSC70. Las 
moléculas que interactúan con la membrana se representaron de forma paralela al plano de la 
página. 
Una vez elegida la perspectiva de visualización para cada molécula, las ilustraciones 
dibujadas a mano se basaron en la representación de la superficie de la estructura y se realizaron 
en la escala adecuada (Figuras 16 y 17). El objetivo de la representación visual de las proteínas 
es simplificar la estructura para que sea más comprensible y reconocible cuando se integra en 
una escena compleja. Para ello, utilizamos colores planos y contornos redondeados, además en 
algunos casos, se agregaron líneas de gestos adicionales para relacionar las estructuras con sus 
funciones, por ejemplo, se agregaron líneas a las tetraspaninas para mostrar los múltiples cruces 
de la cadena a través de la membrana. 
 
A continuación, creamos una ilustración hecha a mano (Figura 18) utilizando la técnica de 
acuarela descrita por el Dr. Goodsell139. Para el diseño general del modelo, elegimos representar 
tres exosomas circulantes con diámetros de 50, 100 y 140 nm, colocando el exosoma de 100 nm en 
la posición más destacada visualmente. La ilustración incorpora licencias artísticas para mejorar la 
legibilidad de la escena186. Por ejemplo, al utilizar una única vista para cada molécula, todos los 
anticuerpos en el plasma sanguíneo se representan con la icónica forma de Y. El esquema cromático 
se eligió con el fin de mejorar la separación entre los diferentes compartimentos, utilizando colores 
cálidos en los exosomas para resaltarlos dentro de la ilustración. Además, para mejorar la relación 
espacial del conjunto, se utilizaron tonalidades cada vez más oscuras según los diferentes planos 




Figura 16. Desarrollo secuencial de las representaciones gráficas de los componentes moleculares 
del modelo de un exosoma. Para cada uno de los componentes moleculares del exosoma se 
muestra la estructura atómica, la representación de la superficie de la molécula y la ilustración 
manual. La información sobre los nombres de las proteínas, así como los archivos PDB utilizados 




Figura 17. Desarrollo secuencial de las representaciones gráficas de los componentes moleculares 
del plasma sanguíneo. Para cada uno de los componentes moleculares del plasma sanguíneo se 
muestra la estructura atómica, la representación de la superficie de la molécula y la ilustración 
manual. La información sobre los nombres de las proteínas, así como los archivos PDB utilizados 
para cada uno de los componentes se detallan en la Tabla 8.   
 
 













Figura 18. Ilustración en acuarela de tres exosomas circulantes de 50, 100 y 140 nm. (Julia 
Jiménez, 2018). 
 
Modelo digital en 3D  
Para generar el modelo en 3D se utilizaron directamente las estructuras atómicas de las 
moléculas y las concentraciones indicadas en la Tabla 7. El modelo se creó utilizando cellPACK187, 
un programa que permite construir modelos estocásticos en 3D a partir de un listado de 
componentes moleculares. Este programa es capaz de definir las estructuras, ubicaciones y 
concentraciones de dichos componentes y distribuirlos aleatoriamente dentro de una escena 
compuesta por compartimentos delimitados por membranas. En nuestro modelo, se definió una 
membrana esférica con un diámetro de 100 nm y el listado de componentes, tanto del exosoma 






Figura 19. Modelo 3D de un exosoma. (Arriba) Exosoma aislado con una apertura en la 
membrana que permite visualizar las moléculas contenidas en su interior. (Abajo) Corte 
transversal del exosoma rodeado de plasma sanguíneo.  
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PARTE 2. PAPEL DE LOS EXOSOMAS EN LA INDUCCIÓN DE RESISTENCIA A 
QUIMIOTERAPIA: SELECCIÓN DEL MODELO DE ESTUDIO 
 
Con la finalidad de estudiar el papel de los exosomas en la inducción de resistencia a 
cisplatino, trabajamos con un modelo experimental compuesto por líneas celulares pareadas 
sensibles y resistentes de cáncer de pulmón H23S/R y H460S/R; y de cáncer de ovario A2780S/R 
y 41M/MR, que fueron establecidas previamente en nuestro laboratorio142,143.  
 
2.1. Caracterización de los exosomas aislados del secretoma de cultivos celulares 
En primer lugar, aislamos mediante ultracentrifugación los exosomas de las cuatro líneas 
celulares resistentes a cisplatino: H23R, H460R, A2780R y 41MR, en las que previamente se 
confirmó que se mantenía una resistencia al fármaco, al menos dos veces superior que en la 
línea celular sensible pareada, con índices de resistencia (IR) de 2,77; 2,49; 4,26 y 2,11, 
respectivamente (p <0,001) (Figura 11A-D).  
 
Para confirmar el origen exosomal de las vesículas aisladas por ultracentrifugación, 
caracterizamos las muestras mediante dos metodologías distintas: microscopía electrónica de 
transmisión y análisis de rastreo de nanopartículas NTA. Las imágenes tomadas a través de la 
microscopía electrónica de transmisión revelaron la presencia de estructuras esféricas con 
forma de copa con un tamaño aproximado entre 50 y 150 nm de diámetro (Figura 20A). Por otra 
parte, con el análisis de rastreo de nanopartículas a través del microscopio Nanosight se 
determinó el tamaño y la concentración de vesículas en las muestras. El perfil registrado en 
todos los casos mostró un tamaño medio de las partículas de alrededor de 100 nm (Figura 20B).  
 
2.2 Selección del modelo experimental adecuado para la caracterización del contenido 
exosomal y su papel en la respuesta a platino en cáncer de pulmón y ovario  
Una vez confirmado que las vesículas aisladas del secretoma de las células resistentes 
estaban enriquecidas en exosomas, quisimos determinar si las células del subtipo sensible eran 
capaces de captar dichos exosomas y modificar su respuesta al tratamiento. Para ello, marcamos 
las vesículas con el fluorocromo PKH26 (rojo) y las células sensibles con CTV (verde), para 
mejorar su detección. Ambos fueron co-incubados durante 20 h, tiempo tras el que se valoró 
mediante citometría de flujo la incorporación de los exosomas, en colaboración con el servicio 
de inmunología del Hospital La Paz. Además, para evaluar la mortalidad producida por los 
exosomas, se añadió 7AAD, un compuesto químico fluorescente con elevada afinidad por el ADN 




Figura 20. Caracterización de los exosomas secretados por los subtipos resistentes a cisplatino 
de las líneas de cáncer de pulmón H23R y H460R; y de cáncer de ovario A2780R y 41MR. (A) 
Visualización de los exosomas con microscopía electrónica de transmisión. Imágenes tomadas a 
120.000 aumentos. (B) Determinación del tamaño y la concentración de los exosomas mediante 
Nanosight (NTA).  
 
La internalización de los exosomas produjo una mortalidad de entre el 20 y el 40% en 
comparación con el control con PBS, en el que se observa una mortalidad mínima del 5% en las 
líneas celulares H23S, A2780S y 41M (Figura 21A, C y D, panel izquierdo), por el contrario, las 
células H460S mostraron una mortalidad basal del 40% y no hubo diferencias al incubarlas con 
los exosomas (Figura 21B, panel izquierdo). La captación de los exosomas resistentes, evaluada 
en la subpoblación de células vivas, tuvo lugar en el 88,1% de las células H23S, en el 50,6% de 
las H460S, en el 94,1% de las A2780S y en el 77,2% de las 41M, en comparación con su control 




Tras confirmar que se producía la internalización de los exosomas resistentes en más del 
75% de las células H23S, A2780S y 41M, y en el 50% de las células H460S, evaluamos si dichos 
exosomas resistentes eran capaces de alterar la respuesta farmacológica de las células sensibles. 
En primer lugar, co-incubamos la línea celular sensible 41M con exosomas de las células 
resistentes 41MR durante 24, 48 y 72 h antes de tratarlas con dosis crecientes de cisplatino. Los 
resultados muestran una disminución significativa en la respuesta de las células al fármaco en 
función del tiempo de incubación, alcanzando la mayor resistencia con 72 h de incubación 
(Figura 22A). A continuación, utilizamos las otras tres líneas (H23S, H460S y A2780S) celulares 
para determinar si se producía el mismo cambio de viabilidad a CDDP incubándolas durante 72 
h con sus respectivos exosomas procedentes de cada subtipo celular resistente. Observamos un 
aumento en la resistencia a CCP en las células H23S y A2780S tras la incubación a partir de la 
dosis de 1 µg/ml de CDDP (Figura 22B y C). Sin embargo, en las células H460S no se observó este 
efecto (Figura 22D).    
 
Adicionalmente, evaluamos el potencial papel “sensibilizador” a CDDP de los exosomas 
procedentes de las células parentales. Para ello extrajimos por ultracentrifugación los exosomas 
de las tres líneas sensibles que mostraron un aumento de la resistencia a CDDP al ser incubadas 
con los exosomas resistentes (H23S, 41M y A2780S). A continuación, caracterizamos su tamaño 
y concentración mediante NTA, confirmando que el tamaño de las vesículas correspondía al 
esperado en una muestra de este tipo de nanovesículas (Figura 23A). A continuación, realizamos 
ensayos de viabilidad de dosis única, con las células resistentes co-incubadas durante 72 h con 
los exosomas sensibles. En este caso utilizamos la dosis de CDDP definida en cada caso por la 
IC50 de cada línea. No se observaron diferencias significativas en la respuesta al fármaco con 
respecto al control en ninguna de las tres líneas celulares analizadas (Figura 23B).  
 
Apoyándonos en los resultados derivados de los ensayos funcionales de internalización y 
de viabilidad a CDDP seleccionamos las líneas H23S/R, A2780S/R y 41M/MR como modelos 
celulares óptimos para los siguientes estudios de caracterización del contenido exosomal, ya 
que mostraron un potencial papel inductor de resistencia a platino a través de los exosomas 





Figura 21. Análisis de viabilidad e internalización tras la incubación de exosomas procedentes 
del secretoma de las líneas resistentes a CDDP con líneas celulares sensibles por citometría de 
flujo. Los exosomas de las células resistentes fueron marcados con PKH26 y las células sensibles 
con CTV. (A) H23, (B) H460, (C) A2780 y (D) 41M. Los cuadrantes delimitan el carácter positivo o 
negativo de la señal del marcaje en cada eje. En todos los casos se utilizó PBS marcado con 
PKH26 como control. La viabilidad se evaluó con el compuesto 7AAD, que se une a las células 




Figura 22. Ensayos funcionales de respuesta a cisplatino. Curvas de viabilidad a CDDP en las 
células sensibles incubadas con exosomas procedentes de cada subtipo resistente en (A) células 
41M tras 24, 48 y 72 h de incubación y (B, C y D) en células H23, A2780 y H460 tras 72 h de 
incubación respectivamente. Los datos de cada línea celular se normalizaron con respecto al 
control no tratado, que se estableció como el 100%. También se muestran las curvas de 
viabilidad de los subtipos resistentes (naranja).  
 
Figura 23. Caracterización de los exosomas secretados por los subtipos sensibles a cisplatino y 
ensayos de viabilidad a cisplatino. (A) Determinación del tamaño y la concentración de los 
exosomas sensibles mediante Nanosight. (B) Ensayo de viabilidad a CDDP en células resistentes 
H23R, A2780R y 41MR sin incubar (color liso) e incubadas con los exosomas del subtipo sensible 
(rayadas) a 72 h de exposición a la dosis IC50 de cada línea celular. 
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PARTE 3. CARACTERIZACIÓN ÓMICA DEL CONTENIDO EXOSOMAL: 
SELECCIÓN Y VALIDACIÓN DE CANDIDATOS  
 
Para investigar los mecanismos moleculares implicados en la adquisición de resistencia a 
CDDP en el compartimento exosomal, llevamos a cabo la caracterización de su contenido en 
miARNs y proteínas de las líneas celulares H23S/R, A2780S/R y 41M/R. Estas moléculas poseen 
la capacidad de generar directamente cambios postraduccionales en las células receptoras, por 
lo que tienen gran potencial regulador en este tipo de procesos que involucran la comunicación 
celular.  
 
3.1 Análisis del microRNoma exosomal e identificación de miARNs candidatos como 
biomarcadores de resistencia a CDDP 
Para identificar miARNs exosomales potencialmente implicados en la inducción de 
resistencia a cisplatino analizamos el contenido de los exosomas procedentes del secretoma de 
las células pareadas sensibles y resistentes H23S/R, A2780S/R y 41M/R mediante secuenciación 
masiva del microRNoma (small RNAseq) y comparamos los perfiles de los dos fenotipos con el 
fin de identificar candidatos sobre-representados en los exosomas procedente de las células 
resistentes.   
 
El procesamiento bioinformático de los datos obtenidos del desarrollo del small RNA-seq 
se inició con una normalización de los datos a la unidad de referencia de secuenciación masiva 
"tránscritos por millón de lecturas" (TPM). Tras dicha normalización se identificaron 603 y 506 
miARNs en H23S y H23R, 754 y 750 en A2780S y A2780R y, por último, 725 y 790 en 41M y 41MR 
presentes en el contenido exosomal. En primer lugar, filtramos los datos seleccionando los 
miARNs comunes a ambos subtipos para cada pareja de líneas celulares, con el fin de descartar 
aquellos miARNs en los que podría haber errores en la captura. Se seleccionaron 355 miARNs en 
H23, 460 en A2780 y 499 en 41M. A continuación, seleccionamos los miARNs sobre-
representados en los exosomas resistentes en comparación con los correspondientes sensibles 
con una diferencia de más de 4 veces (Log2 Fold Change > 2), obteniendo 16 en H23, dos en 
A2780 y 30 en 41M (Anexo 1A). Para aumentar la solidez de nuestra selección y encontrar 
candidatos robustos para su posterior uso clínico, seleccionamos los siguientes cinco miARNs 
compartidos al menos en dos de las tres líneas celulares: miR-892a, miR-891a-5p, miR-451a, 




Paralelamente, otro análisis bioinformático diferente nos permitió identificar miARNs no 
descritos previamente en ninguna base de datos, a los que en este trabajo denominaremos 
“miARNs noveles”. Para la selección de estos miARNs seguimos el mismo procedimiento de 
filtrado que con los miARNs conocidos. Tras la normalización de los datos en TPM, se 
identificaron 356 y 254 miARNs en H23S y H23R; 335 y 461 en A2780S y A2780R; y 325 y 383 en 
41M y 41MR, respectivamente. Los miARNs compartidos por los dos fenotipos de cada pareja 
de líneas celulares fueron un total de 223 miARNs en H23, 335 en A2780 y 264 en 41M. A 
continuación, del mismo modo que con los miARN conocidos, seleccionamos los miARNs que 
estuvieran sobre-representados más de 4 veces (Log2 Fold Change > 2) en los exosomas 
resistentes frente a los sensibles, obteniendo 22 miARNs en H23 y 4 en 41M. En las A2780 ningún 
miARN cumplió los criterios de este cribado (Anexo 1B). A continuación, aumentamos la solidez 
de nuestros candidatos noveles eligiendo aquellos con niveles 64 veces más elevados en los 
exosomas del fenotipo resistente que en el del fenotipo sensible (Log2 Fold Change > 6) en al 
menos una de las líneas celulares. Esta aproximación permitió identificar los siguientes tres 
miARNs: miR-36434, miR-5149 y miR-55745 (los nombres se asignaron de acuerdo con su 
posición cromosómica) (Figura 24, derecha). La secuencia madura de cada uno de los tres 
miARNs noveles se muestra en la Tabla 6. 
 
 
Figura 24. Selección de miARNs sobre-representados en exosomas procedentes de células con 
fenotipo resistente a CDDP en comparación con los procedentes de células sensibles. Los datos 
se obtuvieron mediante secuenciación masiva por small RNAseq y se seleccionaron por dos vías 
según fueran miARNs conocidos (izquierda) o noveles (derecha).  
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3.2 Identificación de un miARN endógeno específico del contenido exosomal  
Al validar los resultados del small RNA-seq por una técnica dirigida alternativa, la PCR 
cuantitativa, nos dimos cuenta de la necesidad que existe de un endógeno específico exosomal 
que permita la correcta normalización de los niveles de los miARNs de estudio. Actualmente no 
existe ninguno comercial con estas características ni encontramos en la literatura miARNs 
robustos procedentes del compartimento exosomal que justificaran su uso en nuestro trabajo. 
Los endógenos más frecuentemente utilizados para normalizar los miARNs exosomales en 
cáncer y en otras patologías, son el miR-16 y los RNA nuclear pequeño (snRNA) U6 o RNU6B, que 
no proceden del compartimento exosomal y que a menudo no se valida su homogeneidad en 
estas nanovesículas.  
 
Por lo tanto, nos propusimos identificar, a partir de los resultados obtenidos en la 
secuenciación masiva del microRNoma exosomal procedente de nuestro modelo experimental, 
un miARN que pudiera ser utilizado como endógeno exosomal en cáncer. Para ello, comparamos 
el perfil de miARNs de las seis líneas celulares, con el fin de identificar candidatos que se 
mantuvieran invariables entre dos tipos de tumores diferentes (pulmón y ovario) y entre 
condiciones farmacológicas distintas (expuestas y no expuestas a platino). 
 
Los miARNs obtenidos en el small RNAseq que presentaban al menos un recuento por 
millón de lecturas en todas las condiciones experimentales y muestras, se ordenaron siguiendo 
dos criterios: (1) que presentaran las menores diferencias entre los fenotipos resistente y 
sensible (log2FC R vs S) y (2) que tuvieran niveles altos de expresión en todas las líneas celulares 
(TPM). La Tabla 9 muestra un listado de los 9 primeros miARNs identificados en el análisis 
siguiendo dichos criterios. Además, comprobamos la expresión de los miARNs del listado en 30 
tipos tumorales diferentes procedentes de la base de datos TCGA (del inglés, The Cancer 
Genome Atlas) para aumentar la robustez de los candidatos elegidos. Seleccionamos los cuatro 
miARNs con una variabilidad menor o igual a 0,26 entre nuestro modelo de células S y R. De esos 
cuatro miARNs seleccionamos los dos que tenían niveles mayores de TPM y, entre los dos con 
TPM más bajos, el que menor variabilidad presentó en el TCGA. Los tres miARNs seleccionados 
con mayor probabilidad de éxito como potenciales controles endógenos exosomales fueron: 








Tabla 9. Listado de miARNs endógenos identificados por small RNAseq 
 
 
Los niveles de los tres candidatos fueron validados por qRT-PCR en los exosomas de las 
líneas celulares de nuestro modelo experimental (H23S/R, A2780S/R y 41M/R) y de siete líneas 
celulares adicionales de diversos tipos tumorales: H1299 y H727 (pulmón), HT29 y LoVo (colon), 
IMIMPC2 y PANC1 (páncreas) y MCF7 (mama). De entre los candidatos analizados, el miR-151a 
es el que menor variabilidad presenta entre las diferentes muestras, con una desviación típica 
(DT) de 1,66 ciclos, en comparación con los otros dos endógenos candidatos (Figura 25A-C). 
Adicionalmente, valoramos la homogeneidad del miR-16, observando una mayor variabilidad en 
sus niveles entre las mismas líneas celulares que el miR-151a (DT= 2,10) (Figura 25D). Para 
determinar si los niveles de cualquier miARN de interés variaban en función de utilizar el 
candidato endógeno miR-151a o el miR-16, analizamos los niveles del miR-451a en las parejas 
de líneas celulares H23S/R, A2780S/R y 41M/MR, normalizándolos frente a ambos endógenos. 
Se observaron diferencias en los niveles absolutos debido a que los ciclos de amplificación del 
miR-151a y el miR-16 son diferentes, sin embargo, existe una correlación estadísticamente 






entre S y R
(|log2FC RvsS|)
Suma de los niveles 
de expresión en  
todas las líneas (TPM)
Log2(Expresión media) 
variabilidad en 30 tipos 
tumorales  (TCGA)
hsa-miR-151a-3p MI0000809 0,084 40554 0,32
hsa-miR-22-5p MI0000078 0,169 236 0,58
hsa-miR-502-3p MI0003186 0,193 237 0,61
hsa-miR-221-3p MI0000298 0,257 5110 1,67
hsa-miR-1183 MI0006276 0,276 675 -
hsa-miR-27a-3p MI0000085 0,278 4486 6,67
hsa-let-7i-5p MI0000434 0,300 57519 0,60
hsa-miR-411-5p MI0003675 0,323 325 3,05




Figura 25. Ciclos de amplificación de los miARNs endógenos exosomales. miARNs endógenos 
candidatos (A-C) y endógeno celular miR-16 (D) cuantificados por qRT-PCR con sondas TaqMan™ 
(Tabla 6) en los exosomas del secretoma de las líneas celulares tumorales pareadas sensibles y 
resistentes a cisplatino H23S/R, A2780S/R, 41M/R y siete líneas adicionales de diferentes tipos 
tumorales H1299, H727, HT29, LoVo, IMIMPC2, PANC1 y MCF7. DT= desviación típica del valor 
medio del ciclo de amplificación. (E) Niveles normalizados del miR-451a frente a los endógenos 







3.3 Validación dirigida de los miARNs candidatos 
Una vez escogido el miR-151a como el endógeno exosomal más homogéneo para la 
normalización de los niveles de los miARNs candidatos seleccionados, llevamos a cabo la 
validación por qRT-PCR utilizando sondas TaqMan™ (Tabla 6). Para ello, evaluamos los cambios 
en los niveles de los cinco miRNAs seleccionados conocidos (miR-892a, miR-891a-5p, miR-451a, 
miR-363- 3p y miR-142-3p) y de los tres miRNAs noveles (miR-36434, miR-5149 y miR-55745) en 
los exosomas procedentes de las tres parejas de líneas celulares sensibles y resistentes a CDDP 
H23S/R, A2780S/R y 41M/R.  
 
En el caso de los miARNs conocidos, se validó la sobre-representación de los miR-451a y 
miR-142-3p en los exosomas del fenotipo resistente de la línea de CPNM H23 en comparación 
con el fenotipo sensible. No se observaron diferencias en los miR-892a y 891a-5p entre los dos 
fenotipos y no se detectó amplificación del miR-363-3p (Figura 26A, panel izquierdo). En ambas 
líneas de cáncer de ovario A2780 y 41M se validó el aumento de los niveles de los miR-891a-5p 
y 451a en los exosomas de los subtipos resistentes frente a los sensibles, mientras que no se 
observaron diferencias en el miR-892a entre los dos subtipos. En los miR-363-3p y 142-3p no se 
validaron los cambios observados en sus niveles en la línea A2780 y no se detectó amplificación 
de estos dos miARNs en ninguno de los fenotipos de la línea 41M (Figura 26B y C, panel 
izquierdo). 
 
Con respecto a los miARNs desconocidos, la sobre-representación del miR-55745 en los 
exosomas del subtipo resistente en comparación con el sensible se validó en las tres líneas 
celulares. Por el contrario, en la línea H23, se observaron niveles más bajos del miR-36434 en el 
fenotipo resistente y no se detectó amplificación del miR-5149 en ninguno de los fenotipos de 
esta línea. En las dos líneas de cáncer de ovario A2780 y 41M no se observaron diferencias entre 
los niveles de los miARNs 5149 y 36434 entre los fenotipos de resistencia y sensibilidad (Figura 
26A-C, panel derecho).  
 
Para determinar si el papel de los miARNs validados por qRT-PCR (miR-451a, 142-3p, 
891a-5p y 55745) en la resistencia a cisplatino podría extenderse a la respuesta a otros 
compuestos derivados del platino, analizamos sus niveles en los exosomas de los subtipos 
celulares resistentes a carboplatino H23R-CBDCA y A2780R-CBDCA. En cada uno de los casos se 
cuantificaron los niveles de aquellos miARNs cuya sobre-representación se había confirmado en 
el correspondiente fenotipo resistente a cisplatino. Los resultados confirmaron la sobre-
representación de tres de los cuatro candidatos. El miRNA 142-3p en la línea H23 resistente al 
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carboplatino y los miARNs 891a-5p y 55745 en la línea A2780 resistente al carboplatino. No se 
observaron diferencias en los miR-451a y miR-55745 en las células H23 (Figura 26D), ni en el 
miR-451a en las células A2780. (Figura 26E). 
 
Los resultados derivados de la validación de los niveles de los miARNs exosomales por 
qRT-PCR nos permitieron seleccionar un total de cuatro miARNs candidatos potencialmente 
implicados en la resistencia a CDDP: miR-451a, miR-55745, miR-142-3p y miR-891a-5p, tres de 
los cuales también se confirmaron en resistencia a CBDCA. Los miARNs 451a y 55745 se 
comparten entre la línea de cáncer de pulmón H23 y las líneas de cáncer de ovario A2780 y 41M. 
El miR142-3p estaría potencialmente implicado en el mecanismo de resistencia específicamente 
en cáncer de pulmón y el miR-891a-5p en cáncer de ovario. 
 
 
3.4 Ensayos funcionales de sobreexpresión con miARNs sintéticos 
A continuación, estudiamos la implicación de los candidatos validados en el desarrollo de 
resistencia a cisplatino, a través de su sobreexpresión en nuestros modelos celulares y la 
posterior exposición a CDDP. En primer lugar, cuantificamos los niveles de expresión basal de 
dichos candidatos en el ARN total de las células sensibles y resistentes previo a la transfección. 
En la línea celular H23 los resultados indican una mayor expresión del miR-142-3p en el fenotipo 
resistente en comparación con el fenotipo sensible. En el caso del miR-891a-5p, se observó en 
la línea celular 41MR una mayor expresión que en su línea celular parental sensible 41M, sin 
embargo, en la línea celular A2780 no hubo diferencias entre los dos fenotipos. Asimismo, el 
miR-55745 no presentó diferencias entre los dos subtipos en ninguna de las líneas celulares y 
no se detectó amplificación del miR-451a en ningún caso (Figura 27A-C). 
 
En segundo lugar, sobreexpresamos los miARNs candidatos en los subtipos sensibles y 
resistentes y evaluamos la respuesta a cisplatino en comparación con las células transfectadas 
con el control negativo. Para ello transfectamos cada línea celular sensible y resistente con los 
miARNs sintéticos o “mimics” correspondientes según la validación observada por qRT-PCR: 
células H23 con los miR-451a, miR-55745 y miR-142-3p; y células A2780 y 41M con los miR-451a, 
miR-55745 y miR-891a-5p. La concentración adecuada de los mimics se determinó en un ensayo 
piloto transfectando concentraciones de 20, 30, 40 y 50 nM del miR-451a en la línea celular 41M. 
Los resultados se cuantificaron con qRT-PCR, observándose que con la dosis de 20 nM se 
alcanzaban niveles del orden de 106 veces más elevados que en el control negativo, que se 





Figura 26. Niveles de expresión relativa de los miARNs exosomales candidatos cuantificados por 
qRT-PCR con sondas TaqMan™ descritas en la Tabla 6. Los niveles se muestran en las líneas pareadas 
sensibles y resistentes a CDDP de CPNM H23 (A) y de cáncer de ovario A2780 (B) y 41M (C), así como 
en las líneas pareadas sensibles y resistentes a CBDCA H23 (D) y A2780 (E). Los niveles del fenotipo 
sensible se utilizaron como calibrador en todos los casos y representan la media ± desviación 
estándar de al menos 3 experimentos independientes realizados por triplicado para cada línea celular 
analizada. El miR-151a se utilizó como miARN endógeno exosomal para la normalización. La ausencia 




Figura 27. Niveles basales de expresión relativa de los miARNs candidatos. Cuantificación en el 
ARN total de las líneas celulares H23 (A), A2780 (B) y 41M (C). El miR-151a se utilizó como 
endógeno para la normalización. La expresión del fenotipo sensible se utilizó como calibrador 
en cada caso y representan la media ± desviación estándar de al menos 3 experimentos 
independientes realizados por triplicado para cada línea celular analizada. 
 
La transfección con la dosis de 20 nM no afectó a la viabilidad celular en la línea 41M y 
produjo un descenso del 18% en la viabilidad de las células H23. Sin embargo, se observó una 
mortalidad asociada a esta dosis del 40% del cultivo con las células A2780 (Figura 28B). Por ello, 
ajustamos la concentración en la línea A2780S a 10 nM, obteniendo la sobreexpresión esperada 
del miARN (Figura 28C) pero disminuyendo la viabilidad a un 15% (Figura 28D). 
 
Figura 28. Determinación de la dosis óptima de miARNs sintéticos para los ensayos de 
transfección. (A) Niveles de expresión relativos representados en la escala log10 del miR-451a 
en la línea celular 41M tras la transfección con 20, 30, 40 y 50 nM del miR sintético. La línea 
celular 41M transfectada con el control negativo (CN) se utilizó como calibrador. (B) Viabilidad 
celular de las líneas celulares sensibles H23S, A2780S y 41M tras la transfección con 20 nM del 
mimic 451a. Los datos se normalizaron con respecto a cada línea transfectada con el CN, que se 
estableció como el 100%. (C) Niveles de expresión relativos representados en escala log10 del 
miR-451a en la línea celular A2780S tras la transfección con 10 y 20 nM del mimic. Las células 
A2780S transfectadas con el CN se utilizaron como calibrador. (D) Viabilidad celular de la línea 
A2780S tras la transfección con 10 nM del mimic 451a. El porcentaje de la línea celular tratada 
con el mimic 451a se normalizó con respecto a la línea transfectada con el CN, que se estableció 
como el 100%. El miR-151a se utilizó como endógeno para la normalización. 
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La sobreexpresión del miR-451a en los subtipos sensibles H23S, A2780S y 41M no produjo 
cambios en la viabilidad de las células a cisplatino, mientras que en los subtipos resistentes 
H23R, A2780R y 41MR, se observó una tendencia hacia un aumento de la sensibilidad al fármaco 
con respecto a las células transfectadas con el control negativo en los tres casos, siendo más 
pronunciada en el caso de la línea celular 41MR (Figura 29A, D y G). La sobreexpresión del 
miARN novel 55745, indujo una ligera sensibilización de la línea 41MR al cisplatino, efecto que 
no se observó en el resto de las líneas celulares (Figura 29B, E y H), de la misma manera que en 
el caso del miR-142-3p en las líneas celulares H23S y R (Figura 29C). Por último, la 
sobreexpresión del miR-891a-5p en las líneas celulares de cáncer de ovario A2780S/R y 41M/MR 
produjo un descenso de la viabilidad a cisplatino en todos los casos (Figura 29F e I). La eficacia 
de la transfección se validó en todos los casos mediante qRT-PCR, lo que confirma la 
sobreexpresión de todos los miARNs tras 72 h en todas las líneas celulares (Figura 29J, K y L). 
 
3.5 Análisis del proteoma exosomal e identificación de proteínas candidatas como 
biomarcadores de resistencia a CDDP 
Para identificar proteínas exosomales potencialmente implicadas en la inducción de 
resistencia a cisplatino analizamos el contenido de los exosomas procedentes del secretoma de 
las células pareadas sensibles y resistentes H23S/R, A2780S/R y 41M/R con un estudio 
proteómico shotgun mediante cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas en 
tándem (LC-MS/MS) en colaboración con el grupo de proteómica del CNB. La identificación de 
las proteínas a partir de los resultados proteómicos se hizo utilizando el motor de búsqueda 
Mascot y se obtuvieron un total de 643 y 664 proteínas en H23S y H23R; 883 y 690 en A2780S y 
A2780R; y 796 y 705 en 41M y 41MR (Anexo 2). Además, en todas las muestras se identificó un 
amplio número marcadores exosomales presentes en el listado de 100 proteínas exosomales 
recogidas en la base de datos ExoCarta: 62 en H23S, 63 en H23R, 69 en A2780S, 67 en A2780R, 
78 en 41M y 66 en 41MR (Anexo 2).  
 
Para el análisis semicuantitativo de las proteínas se utilizó el programa Scaffold y se 
incluyeron las 549 proteínas identificadas con al menos dos péptidos, para aumentar la robustez 
del análisis. Con dicha aproximación se estimaron las diferencias entre cada pareja de líneas 
celulares sensible y resistente en base al número de espectros identificados para cada péptido. 
Se encontraron 131 proteínas sobre-representadas en los exosomas del subtipo resistente 
H23R, 122 en A2780R y 126 proteínas en 41MR, en todos los casos en comparación con el 




Figura 29. Efecto de la sobreexpresión de los miARNs candidatos en la viabilidad a cisplatino. 
Ensayo de viabilidad celular en líneas celulares H23 (A, B y C), A2780 (D, E y F) y 41M (G, H e I) 
transfectadas con 20, 10 y 20 nM respectivamente del control negativo (CN) o del precursor de 
cada miARN (mimic): miR-451a (A, D y G), miR-55745 (B, E y H), miR-142-3p (C) y miR-891a-5p 
(F e I). Los datos se normalizaron para cada control no tratado y representan la media ± 
desviación estándar de al menos 2 experimentos independientes realizados por cuadruplicado 
para cada línea celular analizada. (J, K y L) Niveles de expresión relativos de los miARNs medidos 
por qRT-PCR en las líneas celulares H23, A2780 y 41M, representados en la escala log10. En cada 
caso se utilizó la línea celular transfectada con el control negativo como calibrador. El miR-151a 
se utilizó como endógeno para la normalización. **= p<0,001; *= p<0,01 Prueba t de Student, 
comparando las células transfectadas con cada mimic, con el mismo subtipo celular transfectado 




Para mejorar la solidez de nuestra selección y encontrar candidatos robustos para su 
posterior uso clínico, seleccionamos las 22 proteínas compartidas por al menos dos de las tres 
líneas celulares, que además tuvieran una diferencia mayor o igual a 10 conteos entre los dos 
fenotipos en alguna de ellas (Figura 30 y Tabla 10). Además, profundizamos en el potencial papel 
de este grupo de proteínas analizando los procesos biológicos en los que participan de manera 
conjunta. Para ello realizamos un análisis ontológico con la herramienta DAVID (del inglés, 
Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery)188 de las 22 proteínas 
candidatas que reveló que al menos 6 de ellas participan en procesos biológicos relacionados 
con la organización y desestructuración de la matriz extracelular (MEC) y con la adhesión celular 
(p<0,01) (Anexo 3).  
 
Figura 30. Selección de proteínas exosomales promotoras de resistencia a CDDP. Selección a 
partir de los datos obtenidos tras el análisis proteómico shotgun en las líneas celulares de cáncer 
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Tabla 10. Listado de las 22 proteínas candidatas seleccionadas a partir del análisis proteómico 






PARTE 4. ESTUDIO TRASLACIONAL DE LOS miARNs Y PROTEÍNAS 
EXOSOMALES COMO POTENCIALES MARCADORES DE USO CLÍNICO 
 
4.1 Características de las cohortes de estudio y tablas demográficas 
Para determinar la relevancia clínica de los miARNs y proteínas exosomales identificadas, 
se recogieron durante un periodo de tres años, 51 muestras prospectivas de plasma de pacientes 
con CPNM en estadios avanzados (III y IV) procedentes del Hospital Universitario La Paz (Tabla 
11). Todas las muestras fueron extraídas antes de recibir ningún tratamiento y posteriormente, 
todos los pacientes recibieron quimioterapia basada en platino (cisplatino o carboplatino) como 
primera línea de tratamiento, que se combinó con Vinorelbina en los pacientes con carcinoma 
epidermoide y con Pemetrexed o Paclitaxel + Bevacizumab en los pacientes con 
adenocarcinoma. Durante los tres años se realizó un seguimiento de los pacientes para registrar 
los parámetros clínicos necesarios par el desarrollo de este estudio. Las características 













POSTN Periostina Q15063 93
MFGE8 Lactadherina Q08431 43
A2M Alfa 2 macroglobulina P01023 163
ITIH1
Cadena pesada 1 del 




Cadena pesada 2 del 
Inhibidor de la inter-alfa-
tripsina 
P19823 106
APOE Apolipoproteína E P02649 36
TNC Tenascina P24821 241
AGRN Agrina O00468 217
LOXL2 Lisil oxidasa homóloga 2 Q9Y4K0 87
COL5A2 Colágeno 5 cadena alfa 2 P05997 145
HSPG2
Proteína central del 
proteoglicano heparan sulfato 









HBA Subunidad alfa de la hemoglobina P69905 15
GSN Gelsolina P06396 86
NID1 Nidógeno 1 P14543 136
NID2 Nidógeno 2 Q14112 151
C1QTNF3
Proteína 3 relacionada con el 
factor de necrosis tumoral C1q 
del complemento
Q9BXJ4 27
AFP Fetoproteína alfa P02771 69
TSP1 Trombospondina 1 P07996 129
FBN1 Fibrilina 1 P35555 312
FBN2 Fibrilina 2 P35556 315
ACTBL
Proteína 2 similar a la beta 
actina Q562R1 42
TBB6 Tubulina beta 6 Q9BUF5 50
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Tabla 11. Tabla demográfica con las características clínico-patológicas de la cohorte de 51 






La recogida de muestras prospectivas pareadas de plasma y líquido ascítico de pacientes 
con cáncer de ovario del Hospital Universitario La Paz, no se pudo iniciar hasta la última etapa 
del trabajo, por lo que la cohorte consta de 20 muestras pareadas procedentes de 10 pacientes 
(Tabla 13). La mayoría de ellas presentaron carcinoma seroso de alto grado en estadio avanzado 
(III y IV) y recibieron un esquema de quimioterapia basada en carboplatino en combinación con 
Paclitaxel. Este número reducido de pacientes no es suficiente para profundizar en el papel 
traslacional de nuestros candidatos en cáncer de ovario, pero sin embargo son datos de gran 
valor para esclarecer el papel como endógeno universal de origen exosomal de nuestros 





Características Cohorte 51 pacientes CPNM
N %






Célula grande 1 2
Epidermoide 12 23,5












Ex fumador 31 60,7






Tabla 12. Datos clínico-patológicos de la cohorte de 51 pacientes con CPNM del Hospital 
Universitario La Paz. 
  
H: hombre; M: mujer; AdenoCa: adenocarcinoma; ND: no determinado; CBDCA: carboplatino; 













































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Tabla 12. Continuación 
 
H: hombre; M: mujer; AdenoCa: adenocarcinoma; ND: no determinado; CBDCA: carboplatino; 











































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Tabla 13. Datos clínico-patológicos de la cohorte de 10 pacientes con cáncer de ovario del 
Hospital Universitario La Paz.  
 
QT: quimioterapia; HGSC: Carcinoma seroso de alto grado; EC: Carcinoma 
endometroide; FOLFOX: Fluorouracilo + Ácido Folínico + Oxaliplatino.  
 
4.2 Validación del panel de miARNs endógenos en biopsia líquida para la 
determinación del mejor miARN normalizador exosomal  
Para poder evaluar el potencial de los miARNs candidatos como biomarcadores de 
respuesta a platino en la cohorte de pacientes con CPNM, en primer lugar, procedimos a validar 
el uso del miR-151a como endógeno exosomal en dichas muestras. Para ello extrajimos los 
exosomas y su contenido en ARN del plasma de 14 pacientes de nuestra cohorte de CPNM y 
analizamos por qRT-PCR los niveles de los tres endógenos exosomales candidatos identificados 
por small RNAseq que habían sido analizados en las líneas celulares: miR-151a, miR-22 y miR-
221, así como del endógeno celular miR-16. Los resultados revelaron que, de la misma manera 
que se observó en las líneas celulares, el miR-151a es el candidato que menor variabilidad 
presenta entre las diferentes muestras, con una desviación típica (DT) de 1,39 ciclos, en 
comparación con los otros tres miARNs (Figura 31A-D). Posteriormente comprobamos que la 
normalización de los niveles del miR-451a en las muestras de pacientes presentaba variaciones 
en función del endógeno utilizado: miR-151a o miR-16, ya que no se observó una correlación 
entre los datos, con un coeficiente de correlación R=0,411, lo que indica que hay diferencias 
significativas entre normalizar frente a al miR-16 o frente al miR-151 (Figura 30E). 
Paciente
Edad 
(años) Tipo Histológico Estadio Esquema QT
Estado 
recaída Estado 
OV1 78 HGSC IV CBDCA + Paclitaxel No Viva
OV2 78 HGSC IV CBDCA + Paclitaxel No Viva
OV3 50 HGSC III Olaparib No Viva
OV4 47 EC III - No Viva
OV5 56 - FOLFOX + Panitunumab Exitus Exitus
OV6 59 HGSC I CBDCA + Paclitaxel No Viva
OV7 41 HGSC/gástrico IV - No Viva





OV10 49 HGSC I CBDCA + Paclitaxel No Viva
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Figura 31. Ciclos de amplificación de los miARNs endógenos exosomales. miARNs endógenos 
candidatos (A-C) y miR-16 (D) cuantificados por qRT-PCR con sondas TaqMan™ (Tabla 6) en los 
exosomas del plasma sanguíneo de 14 pacientes con CPNM en estadios avanzados. DT= 
desviación típica del valor medio del ciclo de amplificación. (E) Expresión absoluta del miR-451a 
normalizado con los endógenos miR-151a y miR-16. R: coeficiente de correlación. Test de 
correlaciones no paramétricas de Spearman.  
 
Por último, para estudiar el valor universal del miARN endógeno exosomal miR151a, 
valoramos su estabilidad en exosomas aislados del plasma de 10 voluntarios sanos (sin cursar 
patología de tumoral ni de ningún otro tipo en el momento de la extracción), de las 20 muestras 
pareadas de plasma y líquido ascítico de la cohorte de 10 pacientes de cáncer de ovario, y 
aumentamos el estudio en las 51 muestras de exosomas circulantes de pacientes con CPNM. La 
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homogeneidad del miR-151a se mantuvo en los exosomas extraídos de voluntarios sanos de la 
misma forma que en los pacientes de CPNM y de cáncer de ovario (Figura 32A), con desviaciones 
típicas (DT) de 1,01; 1,46 y 2,00 ciclos respectivamente. Por el contrario, al analizar en esas 
mismas muestras la homogeneidad de otro miARN, como el miR-451a, observamos, como era 
de esperar, gran variabilidad entre las diferentes muestras y condiciones patológicas, con una 
DT de 1,98 ciclos en las muestras de CPNM; 3,06 en cáncer de ovario y 1,55 en los controles 
sanos (Figura 32B).  
 
 
Figura 32. Ciclos de amplificación del miARN endógeno exosomal en muestras de pacientes. 
Cuantificación del miR-151a (A) y miR-451a (B) por qRT-PCR con sondas TaqMan™ (Tabla 6) en 
los exosomas aislados de plasma (PL) procedente de una cohorte de 51 pacientes de CPNM (A1-
A51), 10 voluntarios sanos (C1-C10) y en exosomas extraídos de muestras pareadas de líquido 
ascítico (LA) y plasma (PL) de una cohorte de 10 pacientes de cáncer de ovario (CO; OV1-OV10). 
   
 
Los resultados derivados de la validación de los miARNs endógenos exosomales en las 
muestras de pacientes confirmaron la selección del miR-151a como mejor endógeno para 
normalizar los niveles de los miARNs candidatos de nuestro trabajo y poder estudiar su 





4.3 Relevancia clínica de los miARNs candidatos en CPNM 
Las guías de práctica clínica de ASCO (del inglés, American Society of Clinical Oncology) y 
ESMO (del inglés, European Society of Medical Oncology) recomiendan evaluar el beneficio 
clínico del tratamiento con quimioterapia a través de la supervivencia global y la supervivencia 
libre de enfermedad/progresión5,29. Para evaluar la relevancia clínica de los miARNs candidatos 
identificados en nuestro  modelo experimental, analizamos los niveles exosomales de los miARN 
validados en la línea celular de cáncer de pulmón H23 (miR-142-3p, miR-451a y miR-55745) en 
las muestras procedentes de la cohorte prospectiva de 51 pacientes de CPNM y en 10 muestras 
de voluntarios sanos, normalizando la carga con el endógeno miR-151a. En la Tabla 12, se 
indican los niveles individuales normalizados de cada miARN para cada paciente y en el Anexo 
4 los de los controles sanos. La relevancia clínica del miR-891a-5p, cuya validación se observó 
específicamente en las líneas celulares de ovario, se evaluará en futuros estudios del laboratorio 
cuando se disponga de una cohorte más extensa de muestras de pacientes con este tipo 
tumoral. En primer lugar, evaluamos si existía disparidad en los niveles de los tres miARNs entre 
los pacientes y los controles y observamos diferencias significativas únicamente en el caso del 
miR-55745, pero no en los miR-142-3p y 451a (Figura 33 A, B y C).  
 
A continuación, comprobamos si dentro de la cohorte de pacientes podía haber distintos 
grupos en función de los niveles de cada miARN y los dividimos en niveles “bajos” y “altos” en 
cada caso. Para establecer el punto de corte que segregase a los pacientes de la manera más 
eficiente, segmentamos los datos en los diferentes cuartiles y seleccionamos el percentil 75 en 
para el miR-142-3p y miR-452a (21,35 y 1258,07 respectivamente) y el percentil 25 para el miR-
55745 (2,69). Tras un análisis de las diferencias entre los controles sanos y los dos grupos de 
pacientes con niveles “bajos” y “altos”, observamos diferencias significativas entre los tres 
grupos en el caso del miR-142-3p (Figura 33D) y entre el grupo de niveles altos con respecto a 
los otros dos en el caso del miR-451a (Figura 33E) y el miR-55745 (Figura 33F).  
 
Posteriormente, para estudiar si existía una relación estadísticamente significativa entre 
los grupos segregados de pacientes con CPNM y el pronóstico en respuesta al tratamiento con 
platinos, realizamos un análisis de supervivencia mediante curvas Kaplan-Meier, evaluando los 
parámetros de supervivencia libre de progresión (SLP) y supervivencia global (SG). Los resultados 
indicaron que pacientes con niveles altos del miR-142-3p en el contenido exosomal plasmático 
se relacionan significativamente con una peor supervivencia libre de progresión (p=0,053) y una 
menor supervivencia global (p=0,023) tras el tratamiento con platino con respecto a los que 
presentan niveles bajos de dicho miARN (Figura 34A). Del mismo modo, los pacientes con niveles 
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más elevados del miR-451a exosomal presentan un peor pronóstico en términos de SLP 
(p=0,001) y SG (p=0,005) en comparación con aquellos cuyos niveles eran bajos (Figura 34B). En 
el caso del miR-55745, no se observaron diferencias significativas entre los dos grupos de 
pacientes (Figura 34C). Por último, con la finalidad de investigar si existía sinergia en aquellos 
pacientes que presentaban ambos miRNAs sobre-representados (miR-142-3p y miR-451a) en el 
componente exosomal, que permitiese  una mejor predicción de respuesta al tratamiento con 
platinos, analizamos, mediante una regresión de COX, la SLP y la SG en tres grupos: (1) pacientes 
con niveles altos de ambos miARNs, (2) pacientes con niveles bajos de ambos miARNs y (3) 
pacientes con uno de los dos  miARN alto. Observamos que el riesgo de recaída aumentaba más 
de 9 veces en los pacientes con niveles altos de ambos miARNs y más de 10 veces el riesgo de 
exitus (Figura 35) frente a los que presentaban sólo uno de los dos miARNs aumentado. 
 
 
Figura 33. Comparación de los niveles de los miARNs con los controles sanos. Gráfico de cajas 
y bigotes que muestra la mediana, desviación estándar, valores máximos y mínimos, de los 
niveles exosomales del miR-142-3p (A), miR-451a (B) y miR-novel-55745 (C) entre los grupos: 
controles sanos (N=10) y pacientes con CPNM (N=51) y del miR-142-3p (D), miR-451a (E) y miR-
novel-55745 (F) entre los grupos: controles sanos (N=10), y pacientes con CPNM segregados en 
niveles “bajos” y “altos” según el percentil 25 (miR-55745) o 75 (miR-142-3p y miR-451a). **= 
































































































































Figura 34. Análisis de supervivencia según los niveles de cada miARN candidato. Curvas Kaplan-
Meier de supervivencia libre de progresión (izquierda) y supervivencia global (derecha) en la 
cohorte prospectiva de 51 pacientes de CPNM separados por tener niveles altos o bajos según 
el percentil 75 del miR-142-3p (A), miR-451a (B) y según el percentil 25 del miR-55745 (C) en los 






Figura 35. Análisis de supervivencia según los niveles de miR-142-3p y 451a. Curvas Kaplan-
Meier de supervivencia libre de progresión (izquierda) y supervivencia global (derecha) en la 
cohorte prospectiva de 51 pacientes de CPNM separados por tener conjuntamente niveles altos 
o bajos, según el percentil 75, de miR-142-3p y miR-451a en los exosomas circulantes de plasma.   
 
 
Adicionalmente, para profundizar en el papel biológico de los miARNs 142-3p y 451a y su 
posible relación con las proteínas que habíamos identificado como sobre-representadas en el 
compartimento exosomal, realizamos una búsqueda de los genes diana que potencialmente 
podrían estar bajo su regulación a través del análisis en 12 algoritmos predictores (Microt4, 
miRanda, mirbridge, miRDB, miRMap, miRNAMap, Pictar2, PITA, RNA22, RNAhybrid, miRWalk y 
Targetscan). Para el miR-142-3p se identificaron 989 genes y 147 en el caso del miR-451a, 20 de 
los cuales fueron comunes a ambos miARNs (Anexo 5). Además, un análisis ontológico de cada 
grupo de genes reveló que los procesos biológicos más destacados en ambos casos se relacionan 
con la regulación de la transcripción y la proliferación celular, además de la regulación de la 
apoptosis y ciclo celular específicamente en el caso de los genes diana del miR-451a (Anexos 6 








4.4 Validación traslacional y relevancia clínica de las proteínas candidatas  
Para valorar la posible implicación clínica de las proteínas identificadas mediante 
proteómica shotgun en nuestro modelo experimental, extrajimos los exosomas del plasma de 
aquellos pacientes con muestra suficiente (45 de 51) de la cohorte de pacientes con CPNM 
avanzado mediante cromatografía de exclusión de tamaño. Una vez obtenidos los exosomas y 
validado su correcto aislamiento, extrajimos el contenido proteico y realizamos un análisis con 
proteómica dirigida en formato MRM de 20 de las 22 proteínas seleccionadas en las líneas 
celulares. Las proteínas ACTBL y TBB6 se excluyeron del estudio ya que pertenecen a familias de 
proteínas muy numerosas y homólogas entre sí y, por tanto, tienen pocos péptidos únicos que 
permitan reconocerlas de manera específica e inequívoca.  
 
El análisis MRM permitió cuantificar 10 de las 20 proteínas monitorizadas dentro de los 
exosomas circulantes de los pacientes: A2M, ITIH1, ITIH2, APOE, TNC, LOXL2, HBA, GSN, TSP1 y 
FBN2 (Tabla 12). De la misma manera que con los miARNs, los análisis de supervivencia 
mediante curvas Kaplan-Meier se hicieron comparando dos grupos: pacientes con “niveles 
altos” o “niveles bajos” de cada una de las proteínas. En este caso el corte se situó en la media 
de los niveles de cada proteína en la cohorte. Observamos la existencia de una relación 
estadísticamente significativa entre niveles exosomales elevados de la proteína ITIH1 y un peor 
pronóstico en términos de PFS (p=0,020) y SG (p=0,012) (Figura 36A). De la misma manera, 
niveles altos de FBN2 influyeron en una peor SLP (p=0,013) y SG (p=0,001) (Figura 36B). Ademas, 
observamos que las proteínas LOXL2 y gelsolina presentaban el mismo patrón de distribución 
en los pacientes y que aquellos con niveles altos de estas dos proteínas presentaban menor 
supervivencia libre de progresión (p=0,002) y supervivencia global (p=0,001) (Figura 36C). No se 
observaron diferencias significativas en términos de SLP o de SG con el resto de las proteínas: 







Figura 36. Análisis de supervivencia según los niveles de cada proteína candidata. Curvas 
Kaplan-Meier de supervivencia libre de progresión (izquierda) y supervivencia global (derecha) 
en la cohorte de 45 pacientes de CPNM separados por tener niveles altos o bajos de la proteína 




4.5 Análisis integrado de los biomarcadores exosomales y su valor como panel 
predictivo de respuesta a platino en CPNM 
El estudio individual de los 3 miARNs y las 10 proteínas candidatas realizado en muestras 
de pacientes recogidas en un estudio prospectivo con seguimiento clínico, permitió observar 
diferente grado de implicación entre cada candidato y la respuesta terapéutica observada en el 
conjunto de los pacientes. Por ello, decidimos integrar todos los candidatos en un mismo 
modelo de riesgo proporcional de Cox, que permitiera analizar el riesgo de exitus asociado a la 
abundancia de cada uno de los predictores estudiados. Este estudio se realizó en colaboración 
con el departamento de estadística del servicio de proteómica del CNB. 
 
En primer lugar, para mitigar posibles desajustes del modelo debidos a la 
multicolinearidad de los datos, se aplicó un filtro de correlación que permitió reducir el panel 
original de 13 candidatos a 10. Los candidatos eliminados fueron FBN2 y LOXL2, muy 
fuertemente correlacionadas con GSN e ITIH1, muy correlacionada con ITIH2 (Figura 37).  
 
Figura 37. Análisis de correlación entre los miARNs y proteínas candidatas. 
 
A continuación, se realizó una transformación BoxCox de los datos para eliminar las 
diferencias entre las escalas de medición de los distintos biomarcadores y, con el fin de continuar 
eliminando candidatos poco informativos, se utilizó un método de regresión penalizada (lasso). 
Los resultados del análisis permitieron prescindir del miR-55745, A2M, APOE y TNC. 
Posteriormente, se reajustó el modelo de Cox con los seis candidatos restantes y se fueron 
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eliminando secuencialmente los menos significativos, obteniendo un modelo final con tres 
biomarcadores, miR-142-3p, GSN e ITIH2, que presentaron coeficientes de riesgo del orden de 
2 veces de manera estadísticamente significativa (p<0,05) (Tabla 14).  
 
Tabla 14. Análisis de riesgo proporcional de Cox de SG con biomarcadores exosomales 
  
 
Paralelamente, se evaluó el impacto en la supervivencia de algunas variables clínicas 
como el estadio, el tipo histológico, el esquema de quimioterapia y el sexo, en la supervivencia 
global con el mismo tipo de análisis de riesgo proporcional de Cox. Los estadios IIIA, IIIB y IIIC se 
condensaron en un único grupo “III” y los tipos histológicos distintos a adenocarcinoma y o 
carcinoma epidermoide, se recodificaron en un único nivel “otros” y engloba no determinados, 
carcinomas de célula grande e indiferenciados. Por último, los tratamientos de quimioterapia se 
recodificaron en dos grupos atendiendo al tipo de platino utilizado. La condición basal sobre la 
que se realizaron las comparaciones fue mujer con carcinoma epidermoide en estadio III tratada 
con carboplatino. El riesgo de exitus disminuyó más de 5 veces en los pacientes con 
adenocarcinoma en comparación con el carcinoma epidermoide, sin embargo, no se observaron 
diferencias en los pacientes con tipo histológico codificado como “otros”. Además, el estadio IV 
destacó como un factor de riesgo considerable del orden de 4 veces mayor que el estadio III. 
Puesto que no se encontraron diferencias de supervivencia en función del sexo o del tipo de 
platino utilizado, estas variables se eliminaron secuencialmente del modelo (Tabla 15).  
 
Tabla 15. Análisis de riesgo proporcional de Cox de SG con parámetros clínicos 
  
 




Parámetro evaluado Coeficiente de riesgo p valor
Sexo Masculino 1,129 0,799
Tipo Histológico Adenocarcinoma 0,176 0,003
Tipo Histológico Otros 0,605 0,515
Estadio IV 4,062 0,016
QT Cisplatino 0,870 0,775
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Por último, combinamos el modelo de biomarcadores exosomales con el de parámetros 
clínicos para comprobar si los tres biomarcadores seleccionados podían aportar información 
clínicamente relevante adicional a las características clínicas reportadas en la literatura. Para 
ello, se incorporó cada biomarcador por separado en el modelo de parámetros clínicos.  En los 
tres casos, se detectó un incremento del riesgo estadísticamente significativo asociado a cada 
biomarcador independientemente del resto de los parámetros clínicos (p<0,05). Además, 
cuando se evaluó la posible interacción con cada uno de los parámetros clínicos de manera 
independiente, se observó un incremento del riesgo asociado a los niveles de GSN 
específicamente en adenocarcinomas del orden de 3 veces sin alcanzar significación estadística 
(p=0,10), un incremento significativo en más de 52 veces del riesgo asociado específicamente a 
pacientes con tipo histológico “otros” que presentan niveles elevados de miR-142-3p (p<0,05) y 
en el caso de ITIH2, se detectó una interacción altamente significativa con el sexo, siendo un 
factor de riesgo específico de hombres del orden de 3,6 veces (p=0,014) (Anexo 9). 
 
En la Tabla 16 se muestran los resultados del análisis final conjunto de los biomarcadores 
exosomales y clínicos y sus interacciones. Los niveles exosomales elevados del miR-142-3p 
supondrían un factor de riesgo estadísticamente significativo (p<0,039; riesgo 2,3 veces), que se 
acentúa en el tipo histológico “otros”, (riesgo 34,94 veces) cercana a la significación estadística 
que no se alcanza por el reducido número de pacientes incluidos en dicho grupo (p=0,069). Por 
otro lado, se observó un incremento del riesgo asociado a GSN en adenocarcinomas (p=0,002; 
riesgo 17,95 veces) y asociado a ITIH2 en hombres (p<0,001; riesgo de 23,154 veces). 
 
Tabla 16. Análisis de riesgo proporcional de Cox de SG con parámetros clínicos y 
biomarcadores exosomales 
  
Parámetro evaluado Coeficiente de riesgo p valor
Tipo Histológico Adenocarcinoma 0,004 <0,001
Tipo Histológico Otros 0,476 0,385




Otros + miR-142-3p 34,943 0,069
Adenocarcinoma + GSN 17,952 0,002
Hombre + ITIH2 23,154 <0,001
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Adicionalmente, se aplicó el mismo procedimiento utilizando la supervivencia libre de 
progresión en lugar de la supervivencia global. Sin embargo, este análisis conjunto no permitió 
obtener resultados de interés, ya que, aunque también se observó un aumento del riesgo 

























































1. IMPORTANCIA DE LA VISUALIZACIÓN 3D DE ESTRUCTURAS BIOLÓGICAS 
PARA UNA MAYOR COMPRENSIÓN DE SU COMPLEJIDAD Y FUNCIÓN 
 
Las nuevas tecnologías de análisis masivo han permitido el acceso a una enorme cantidad 
de datos: la genómica, la transcriptómica y la proteómica proporcionan un conocimiento preciso 
de los componentes moleculares de los sistemas estudiados. Además, la biología estructural 
permite determinar la forma, función y ensamblaje de dichas moléculas y, por último, las 
técnicas de microscopía electrónica consiguen visualizar de manera muy detallada los sistemas 
biológicos. Cuando se combinan todas esas metodologías con avanzados programas 
informáticos de imagen, es posible generar y visualizar modelos moleculares de células y otros 
organismos189,190. Especialmente en biología molecular, dada la complejidad de los procesos 
biológicos, las representaciones visuales proporcionan una perspectiva global de la información 
que permite su procesamiento de manera integrada, facilitando la comprensión y el aprendizaje, 
así como el desarrollo de hipótesis o teorías. Por ello, la ilustración científica constituye una 
potente herramienta para la difusión, divulgación y educación de los diferentes procesos 
biológicos191, así como en investigación190,192. En este trabajo hemos querido integrar la mayor 
cantidad posible de datos disponibles sobre la composición molecular y estructural de los 
exosomas, así como la concentración relativa de cada uno de ellos con el fin de generar, por 
primera vez, un modelo robusto y preciso de estas nanovesículas en el contexto de la circulación 
sanguínea.  
Además, hemos explorado y contrastado diferentes modos de crear visualizaciones. Por 
un lado, el enfoque del modelado 3D permite explorar hipótesis específicas sobre la relación de 
la estructura con la función, mientras que el enfoque ilustrativo tiene una mayor utilidad en 
educación y divulgación, por permitir una mayor licencia artística, con el objetivo de crear una 
representación visual más intuitiva y comprensible para una amplia audiencia. En este sentido, 
el diálogo entre ciencia y arte que se plantea, facilita la interpretación y desarrollo del modelo 
visual. Por un lado, el enfoque artístico proporciona una mayor libertad para dibujar 
aproximaciones y definir áreas que necesitan mayor exploración antes de pasar al modelo 
riguroso y preciso en 3D186,193. Además, en entornos de divulgación y educación, las ilustraciones 
generalmente son mucho más comprensibles que las visualizaciones digitales de los modelos, 
debido al uso de la licencia artística para mejorar tanto el reconocimiento de componentes 
individuales como sus relaciones espaciales191. Por otro lado, los modelos 3D aportan un mayor 
rigor científico y permiten aumentar la complejidad a medida que se profundiza en el contexto 
específico de cada investigación194.  
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A pesar de esto y aunque se han realizado representaciones visuales de exosomas, no se 
había desarrollado hasta la fecha un modelo preciso en escala y concentración de sus 
componentes195,196. Por ello, el modelo presentado en este trabajo constituye la primera 
aproximación visual de un exosoma basada en la bibliografía existente, así como la primera 
estimación cuantitativa de los componentes exosomales que puede servir como base para el 
desarrollo de futuros estudios. La composición cualitativa y cuantitativa del contenido celular ha 
sido ampliamente estudiada y sirve como referencia para detectar anomalías y su relación con 
procesos patológicos138,197. Sin embargo, aunque en los últimos años debido al auge en el estudio 
de las vesículas extracelulares, se han creado bases de datos que recogen información sobre su 
contenido85,198, los datos disponibles sobre las concentraciones y enriquecimiento de los 
componentes son aún muy limitados, especialmente en cuanto a ácidos nucleicos. Este estudio 
pone de manifiesto la necesidad de una estandarización del contenido exosomal que permita su 
correcta cuantificación no solo en investigación centrada en modelos celulares, sino también 
como parámetro de uso clínico en biopsia líquida. Además, la visualización del modelo exosomal 
con una escala correcta permite una mejor percepción espacial para el desarrollo de terapias 
centradas en el uso de los exosomas como partículas vehiculares de fármacos o moléculas 
farmacoactivas.  
 
Por último, esta parte del estudio ha concluido con la escritura de un manuscrito que ha 
sido enviado y se encuentra en proceso de publicación tras su aceptación el 30 de mayo del 
2019.   
 
2. IMPLICACIÓN DE LOS MIARNs Y PROTEINAS EXOSOMALES EN RESPUESTA 
A CISPLATINO EN CPNM  
 
En los últimos años se han realizado grandes avances en la oncología de precisión, gracias 
a la caracterización molecular de los tumores y al estudio de sus interacciones con el 
microambiente tumoral a través del uso de tecnologías de análisis de alto rendimiento. En este 
sentido, los exosomas suponen una gran fuente de información sobre el tumor, ya que 
constituyen un mecanismo de comunicación celular que está especialmente potenciado en las 
células tumorales67. Además, estas vesículas participan en los diferentes procesos de la 
carcinogénesis68,69, por lo que su estudio permite ampliar el conocimiento global sobre los 
componentes moleculares implicados en el establecimiento y el desarrollo de la tumorogénesis, 




En este estudio pretendemos contribuir a la comprensión de los mecanismos de 
resistencia a los derivados del platino en células tumorales de cáncer de pulmón y de ovario, así 
como a la identificación de nuevos biomarcadores en biopsia líquida en CPNM, a través del 
estudio del papel de los miARNs y las proteínas presentes en los exosomas circulantes del plasma 
sanguíneo en pacientes con dicha patología. Para ello, hemos utilizado una primera 
aproximación experimental con un modelo basado en cuatro parejas de líneas celulares, dos de 
cáncer de pulmón y dos de cáncer de ovario, sensibles y resistentes a cisplatino que presentan 
en todos los casos un índice de resistencia similar, por lo que podemos deducir que los 
mecanismos de resistencia son similares en todas ellas142. Este modelo nos ha permitido aislar y 
estudiar el compartimento exosomal presente en su secretoma, para identificar miARNs y 
proteínas con potencial papel como biomarcadores de resistencia a CDDP para su posterior 
validación traslacional en muestras de pacientes.   
 
2.1 La sensibilidad celular a cisplatino se modifica tras la internalización de los 
exosomas procedentes de células resistentes  
El campo de las vesículas extracelulares ha crecido significativamente en los últimos años 
y con él las diferentes metodologías de aislamiento de los exosomas, que incluyen 
ultracentrifugación, centrifugación por gradiente de densidad o separación por 
inmunoafinidad199. Según la ISEV (del inglés, International Society of Extracellular Vesicles), no 
existe un único método de separación óptimo, sin embargo, es necesario caracterizar las 
muestras obtenidas con al menos dos técnicas diferentes y complementarias como la 
microscopía electrónica, el análisis de rastreo de nanopartículas (NTA) o la detección de 
marcadores proteicos200. La caracterización, mediante dos metodologías, de las muestras 
extraídas en el presente estudio, confirma que se realizó un correcto aislamiento de los 
exosomas. La morfología y tamaño obtenidos a través de la microscopía electrónica de 
transmisión y NTA fueron similares a los estudios publicados previamente70,99,201–204, en los que 
se observan tamaños de entre 30 y 150 nm de diámetro para este tipo de vesículas 
extracelulares. Adicionalmente, los análisis proteómicos realizados en nuestras muestras 
confirman la presencia de entre el 62 y el 78% de las proteínas más frecuentemente identificadas 
en exosomas, que se recogen en la base de datos ExoCarta85, así como la ausencia de Calnexina, 





Tras confirmar el correcto aislamiento de los exosomas, optimizamos el modelo 
experimental para nuestro estudio mediante la determinación de la resistencia a quimioterapia 
inducida por los exosomas procedente del secretoma de los diferentes modelos celulares 
generados en nuestro laboratorio. Desde el año 2012 diversos estudios han demostrado que los 
exosomas procedentes de células resistentes a diferentes fármacos antitumorales, contienen 
moléculas capaces de transmitir dicha resistencia a células adyacentes. La mayoría de ellos se 
han enfocado en el cáncer de mama y la resistencia a fármacos como Docetaxel o 
Tamoxifeno128,207–210, aunque también se han publicado estudios en cáncer renal211, 
glioblastoma212, de ovario213 o pulmón214,215. Nuestros resultados demuestran, por primera vez, 
que los exosomas derivados de la línea celular de cáncer de pulmón H23R resistente a cisplatino, 
así como las líneas celulares de cáncer de ovario resistentes a dicho fármaco A2780R y 41MR, 
pueden transferir parte de su fenotipo resistente a células sensibles. Además, comprobamos 
que la internalización de los exosomas fue superior al 75% del cultivo tras 20 h de incubación, 
datos que concuerdan con el único estudio que evalúa la eficiencia de la internalización de los 
exosomas216. Por el contrario, en la línea celular H460 no se modificó la sensibilidad al fármaco, 
lo que podría deberse a que, en ese caso, la internalización de los exosomas solo se produjo en 
el 50% de las células, que además presentaron una elevada mortalidad basal, pudiendo verse 
afectada su integridad celular, lo que podría haber comprometido la correcta captación 
posterior de exosomas. Por otro lado, podemos decir que la incubación de las células parentales 
con los exosomas de las células resistentes produce una mortalidad basal que varía entre el 20 
y el 40% según la línea celular analizada. Según nuestro conocimiento, solo se ha publicado un 
estudio con diferentes dosis de vesículas extracelulares derivadas de células del epitelio ciliar no 
pigmentado, en el que reportan que no se produce mortalidad asociada en las células receptoras 
con ninguna de las dosis217. En este estudio utilizan DiD (Sal 1,1'-Dioctadecyl-3,3,3',3'- Tetrametil 
Indo Dicarbocianina, 4-Clorobenzenosulfonato) como marcaje, por lo que la mortalidad que 
nosotros encontramos podría estar asociada al PKH26.  
 
Estos hallazgos, no solo nos permitieron elegir las líneas celulares H23, A2780 y 41M como 
el modelo más adecuado para continuar nuestro estudio, sino que confirman el papel inductor 
de resistencia de los exosomas, tal y como se ha reportado en estudios previos131,213.  
 
Por otra parte, valoramos el potencial de los exosomas procedentes de células sensibles 
a cisplatino como posible diana terapéutica de sensibilización al fármaco. Sin embargo, no 
observamos ningún cambio en la viabilidad de las células resistentes. Esto podría deberse a que, 
al haber estado expuestas a un agente externo muy agresivo como es la quimioterapia con dosis 
DISCUSIÓN  
 129 
crecientes, se hayan activado mecanismos de resistencia al fármaco independientes de las rutas 
activas en sus respectivas células parentales, lo que podría explicar la falta de efecto de las 
biomoléculas procedentes del contenido exosomal de éstas últimas. De hecho, los estudios que 
utilizan los exosomas como herramientas terapéuticas, se centran en su uso como vehículos 
para enviar fármacos o ARNs de interferencia a las células diana, inactivando nuevos procesos 
que se hayan establecido en la patología218,219.  
 
2.2 Significado clínico de los niveles exosomales del miR-142-3p y miR-451a como 
potenciales biomarcadores de respuesta a CDDP en CPNM 
Tras seleccionar las líneas celulares pareadas H23, A2780 y 41M como modelo para 
continuar nuestro estudio, comparamos los niveles exosomales de miARNs entre los fenotipos 
sensible y resistente de cada pareja mediante el análisis por secuenciación masiva de miARNs 
(small RNA-seq), con el fin de identificar nuevos candidatos implicados en los mecanismos de 
resistencia a derivados del platino. El gran potencial de las técnicas de análisis de alto 
rendimiento está permitiendo un abordaje global del estudio de procesos biológicos complejos, 
ya que permiten analizar una gran cantidad de componentes al mismo tiempo e integrar 
información con datos proteicos o genómicos y establecer interacciones. Una de las ventajas 
que ofrece el small RNA-seq con respecto a otras técnicas de abordaje global como los 
microarrays, es que permite la identificación de miARNs nuevos (o noveles) no descritos ni 
registrados en las bases de datos. Por ese motivo, en los últimos años, ha aumentado de forma 
exponencial el número de miARNs recogidos en miRBase220. Sin embargo, es fundamental la 
correcta validación de los candidatos, ya que muchos de los miARNs inicialmente identificados 
resultaron ser falsos positivos221–223. Actualmente, el uso de la secuenciación masiva del 
microRNoma en el contenido exosomal es todavía muy limitado, lo que otorga una gran novedad 
y fortaleza al presente trabajo, habiéndonos permitido identificar del orden de 300 miARNs 
noveles y 500-700 miARNs conocidos en cada pareja de líneas celulares. Esta estimación 
concuerda en orden de magnitud con los dos únicos estudios que reportan el número de miARNs 
identificados por NGS en el contenido exosomal224,225. De los miARNs identificados, 
seleccionamos los ocho más ampliamente sobre-representados en el contenido exosomal 
procedente de células resistentes, cinco de ellos conocidos y tres noveles. Siguiendo los criterios 
descritos por miRBase, utilizamos la PCR cuantitativa como técnica alternativa para validar las 
diferencias de expresión identificadas por NGS y obtuvimos un porcentaje de coincidencia entre 
las dos técnicas del 50% aproximadamente, porcentaje de éxito que concuerda con los 
resultados obtenidos en un estudio previo realizado con exosomas de CPNM215.  
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Se validaron en total cuatro miARNs, tres conocidos (miR-451a, miR-142-3p y miR-891a-
5p) y uno novel (miR-55745). En algunos miARNs la amplificación obtenida por qRT-PCR fue muy 
baja o inexistente, como fue el caso del miR-novel-5149 en todas las líneas celulares o del miR-
363-3p y miR-142-3p en 41M/MR. Esto podría deberse a que los niveles exosomales de estos 
candidatos fueran muy bajos, pero detectables en secuenciación masiva debido a la sensibilidad 
de la técnica, pero en este caso difícilmente amplificables por PCR. Además, en el caso del miARN 
novel-5149, podría deberse a que la sonda TaqMan personalizada tenga una menor 
especificidad de unión, ya que no ha seguido los pasos de control de calidad internos que 
desarrolla la casa comercial con las sondas estandarizadas antes de su puesta a la venta. En 
cualquier caso, nuestros hallazgos indican que, aunque la secuenciación masiva de miARNs es 
una herramienta muy valiosa para estudiar la implicación de un gran número de miARNs 
simultáneamente, continúa siendo fundamental la validación de los resultados por técnicas 
alternativas robustas como la qRT-PCR226. Adicionalmente analizamos los niveles de los miARNs 
validados en las líneas celulares resistentes a cisplatino, en dos líneas resistentes a carboplatino 
y encontramos que se validaron tres de los cuatro miARNs (75%), corroborando, además de la 
fortaleza de los candidatos identificados, que los mecanismos de resistencia a ambos fármacos 
son muy similares227, implicando en este proceso incluso a los componentes del contenido 
exosomal. Por tanto, podríamos estar identificando miARNs exosomales involucrados en la 
respuesta terapéutica a derivados del platino en general y no solo a cisplatino. 
 
El miR-451a, cuya sobre-representación en los exosomas procedentes del fenotipo 
resistente a cisplatino se validó por qRT-PCR en las tres líneas celulares analizadas, se ha descrito 
ampliamente en la literatura como miARN supresor tumoral, en diversos tipos de cáncer228–230. 
Sin embargo, en cuanto a su presencia y papel en exosomas, la información disponible es 
limitada, se ha reportado que se encuentra selectivamente enriquecido en vesículas 
extracelulares231, relacionándose con tumorogénesis en adenocarcinoma pancreático y en 
CPNM232,233, aunque los estudios realizados con muestras de pacientes son aún limitados. Su 
papel en estudios realizados en líneas celulares y muestras tumorales, que ha sido más 
ampliamente estudiado, reportando que en células de glioma el miR-451a inhibe el crecimiento 
a través de la regulación de la ruta PI3K/AKT vía CAB39234, gen que fue identificado en nuestro 
análisis de los potenciales genes diana del miR-451a. Además, se ha relacionado la regulación 
negativa de este miARN con resistencia a fármacos antitumorales en cáncer de mama235,236, 
cáncer renal237 y CPNM238,239. De hecho, en uno de los estudios realizado en cáncer de mama, 
observaron un incremento de la sensibilidad a doxorubicina tras la transfección de células MCF-
7 con miR-451a240, lo que sería consistente con la tendencia observada en nuestras células de 
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fenotipo resistente, que aumentaron su sensibilidad a cisplatino tras ser transfectadas con este 
miARN. Por tanto, el hecho de que no encontrásemos expresión del miR-451a en el contenido 
celular de ninguna de las células analizadas, unido a su mencionado papel como miARN supresor 
tumoral, podría explicar que las células resistentes lo estuvieran expulsando vía exosomal como 
mecanismo de supervivencia, como se ha postulado previamente241.  
 
La sobre-representación del miR-142-3p en los exosomas de los subtipos celulares 
resistentes a cisplatino y a carboplatino específicamente en la línea celular de cáncer de pulmón 
H23, sugirieron que podría ser un mecanismo común de resistencia a los derivados del platino 
en este tipo tumoral. El papel de este miARN es controvertido, por una parte, se ha descrito en 
numerosos estudios como miARN supresor tumoral por su unión a oncogenes y por encontrarse 
fuertemente inhibido en varios tipos de cáncer242–245. También se ha relacionado su papel como 
supresor tumoral en el contexto de la quimioresistencia en leucemia mieloide aguda y CPNM a 
través de la regulación de HMGB1246,247, gen implicado en múltiples procesos celulares tales 
como migración, proliferación o apoptosis, que fue identificado en nuestro análisis entre los 
potenciales genes diana del miR-142-3p. En cambio, otros estudios señalan su implicación en 
cáncer como miARN oncogénico en cáncer colorrectal248, carcinoma renal249 y en cáncer 
gástrico, en este último a través de la regulación del factor de transcripción FOXO4, gen 
implicado en apoptosis y ciclo celular250, que también identificamos como gen candidato diana 
del miR-142-3p. En el contexto exosomal, también se ha descrito su carácter dual como miARN 
supresor tumoral y oncomiR capaz de promover la carcinogénesis tanto en la célula que lo 
expulsa como en las células diana241. En nuestros ensayos funcionales con mimics no 
observamos cambios en la viabilidad a cisplatino de las células sensibles (H23S) ni resistentes 
(H23R) transfectadas con el miR-142-3p en comparación con las transfectadas con el control 
negativo. No obstante, hallamos niveles intracelulares del miARN en ambos fenotipos, aunque 
más elevados en las resistentes. El papel dual de este miARN podría explicar la falta de respuesta 
observada en las líneas celulares por producirse una compensación entre sus acciones en los 
genes candidatos oncogénicos y supresores tumorales.   
 
La sobre-representación del miR-891a-5p se observó en los exosomas procedentes de las 
dos líneas celulares de cáncer de ovario resistentes a CDDP y a CBDCA. Esto sugiere que el miR-
891a-5p podría estar implicado en un mecanismo de resistencia específicamente en cáncer de 
ovario. Existen pocos estudios que describan su papel en cáncer aunque sus acciones parecen 
ser oncogénicas en cáncer de próstata251, cáncer de pulmón252 y osteosarcoma253. Su presencia 
en exosomas se ha descrito únicamente en un trabajo realizado en carcinoma nasofaríngeo en 
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el que se encuentra sobre-representado en los exosomas de células tumorales y del suero de 
pacientes con respecto a los exosomas control. En nuestro estudio la sobreexpresión del miR-
891a-5p produce un aumento en la sensibilidad a cisplatino tanto en las células sensibles como 
en las células resistentes, lo que indica que podría tener también un papel como miARN supresor 
tumoral. En ese sentido, un estudio ha reportado que el miR-891a-5p se encuentra regulado 
negativamente en tumores embrionarios254. Nuestros resultados permiten hipotetizar que los 
niveles elevados del miR-891a-5p en exosomas circulantes en pacientes con cáncer de ovario, 
podrían ser un factor de buen pronóstico, hipótesis que tendríamos que confirmar en futuros 
estudios con las muestras que se está recogiendo en la actualidad en un ensayo prospectivo 
dirigido por nuestro grupo de investigación. 
 
Los miARNs -142-3p, -451a y -55745, se validaron en una cohorte de 51 pacientes con 
CPNM en estadios avanzados que, pese a su extensión, está bien estandarizada ya que los 
porcentajes de los diferentes tipos histológicos, proporción hombre/mujer, tratamientos y datos 
de supervivencia asociados concuerdan con lo esperado en la clínica habitual9. 
Lamentablemente, la cohorte de muestras de cáncer de ovario no pudo utilizarse para analizar 
y evaluar la implicación clínica del miR-891a-5p por su reducido tamaño y a que el seguimiento 
clínico se encontraba en una fase muy temprana y por tanto no se disponía de datos de 
supervivencia en la mayoría de los casos en el momento de la realización de este trabajo. En el 
caso del miR-55745, observamos una diferencia estadísticamente significativa entre los niveles 
exosomales detectados en el plasma de pacientes con CPNM y los encontrados en los 
voluntarios sanos. Además, los pacientes se segregaron significativamente en dos grupos 
“bajos” y “altos” según los niveles del miARN. Sin embargo, dichos grupos no mostraron 
diferencias en la supervivencia libre de enfermedad ni global. Esto concuerda con lo observado 
en los ensayos funcionales con mimics, en los que no hubo cambios en la viabilidad de las células 
al cisplatino tras la transfección. Por lo que podemos inferir que este miARN podría no estar 
implicado en el proceso de resistencia a cisplatino. Sin embargo, estos hallazgos ponen de 
manifiesto que el miR-novel-55745 si que podría estar implicado en el establecimiento y 
desarrollo tumoral y por tanto podría tener un potencial uso clínico como biomarcador 
exosomal de diagnóstico de CPNM. Para determinar su implicación en el establecimiento 
temprano de la enfermedad, en estudios futuros del laboratorio se valorarán sus niveles 
exosomales en muestras de CPNM en estadios I y II en comparación con los donantes sanos.  
 
No observamos diferencias significativas en los niveles exosomales de los miR-142-3p y 
miR-451a entre el plasma de pacientes con CPNM y el plasma de donantes sanos. Sin embargo, 
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la selección de los pacientes con niveles elevados, estadísticamente significativos, en ambos 
miARNs respecto a las muestras controles, permitió su asociación con un peor pronóstico en 
cuanto a supervivencia libre de progresión, lo que estaría relacionado con una peor respuesta 
al fármaco, influyendo también en una menor supervivencia global. Los niveles exosomales del 
miR-451a se han descrito previamente elevados en pacientes con CPNM en estadios tempranos 
no tratados con cisplatino, en comparación con los procedentes de donantes sanos. Esta 
diferencia respecto a nuestros resultados puede deberse al uso de un normalizador diferente, 
el miR-16, o al estadio de la enfermedad, sin embargo, también identifican una mejor 
supervivencia en los pacientes con menor abundancia de este miARN exosomal232, apoyando los 
resultados que encontramos en pacientes con estadios avanzados y tratados con platino.  
 
Asimismo, nuestra aproximación experimental pone de manifiesto que podría existir 
algún tipo de sinergia o interacción entre los miR-142-3p y -451a, compartiendo genes 
candidatos diana que actúen sobre las mismas rutas biológicas, ya que los pacientes con niveles 
altos de ambos miARNs exosomales mostraron nueve veces menor tiempo libre de progresión 
y diez veces menor supervivencia global. Los análisis ontológicos realizados con los genes diana 
de ambos miARNs revelaron su participación en procesos biológicos relacionados con 
proliferación celular y regulación de la apoptosis. Además, el hecho de que ambos miARNs 
tengan genes diana comunes, refleja que podrían compartir la regulación de oncogenes y/o 
genes supresores tumorales. De hecho, el factor de transcripción KLF13 y el gen supresor 
tumoral TSC1, genes candidatos diana de ambos miARNs, inhiben la proliferación celular en 
cáncer a través de la ruta de AKT . Por el contrario, hemos identificado protoncogenes diana 
comunes a ambos miARNs como SLC7A11257 o EREG, que estimula los receptores EGFR/ErbB 
activando múltiples vías de señalización que favorecen la progresión tumoral y la metástasis en 
CPNM258. La eliminación vía exosomal de ambos miRNAs podría estar contribuyendo a un 
balance entre ambas acciones, viéndose favorecidos mecanismos tan vinculados a la 
proliferación tumoral y resistencia a fármacos en CPNM como es la ruta EGFR/ErbB a través del 
aumento del gen EREG, que explicarían el carácter como miARNs supresores tumorales 
propuesto en el presente trabajo. Estos resultados podrían además sugerir el uso de 
tratamientos alternativos con inhibidores específicos de esta ruta para los pacientes con ambos 
miARNs elevados en el contenido exosomal y que no responden al tratamiento con platino en 
primera línea. Estos resultados indican que los niveles exosomales del miR-142-3p y del miR-451 
podrían ser parámetros de uso clínico de manera individual o conjunta, como biomarcadores 
pronósticos y de respuesta a platino en biopsia líquida en pacientes con CPNM en estadios 
avanzados.   
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2.3 El miR-151a-3p como control endógeno para la normalización de la carga exosomal 
En el estudio de los procesos biológicos, la relevancia de los resultados viene determinada 
por la comparación con un nivel de referencia establecido. Para poder diferenciar un proceso 
patológico de uno normal, definir si un biomarcador está sobreexpresado o inhibido, así como 
para muchas otras comparativas, es fundamental disponer de un parámetro estable que sirva 
de referencia. En el contexto celular, dichos parámetros de referencia están ampliamente 
estudiados y establecidos, siendo estos preferentemente componentes estructurales y 
esenciales para el mantenimiento celular como son las proteínas del citoesqueleto, los ARNs 
ribosómicos o el gen y proteína GAPDH259,260. Sin embargo, existen áreas de conocimiento 
recientemente exploradas en las que aún no se han establecido dichas referencias, como es el 
caso de los exosomas. En este sentido, puesto que se ha demostrado que el contenido exosomal 
es selectivo con respecto al contenido celular261, una elección incorrecta del control endógeno 
puede sesgar los resultados del estudio y llevar a conclusiones erróneas. En el contexto de los 
miARNs, los endógenos más frecuentemente utilizados para normalizar el contenido exosomal 
son el miR-16 y RNA nuclear pequeño (snRNA) U6 o RNU6B en cáncer262–269 y en otras 
patologías270–272, a menudo sin validar su homogeneidad en estas nanovesículas. La utilización 
del miR-16 se justifica por su uso en estudios realizados en miARNs libres en plasma232,273 y con 
el RNU6B no se hace referencia al motivo de su elección como endógeno, probablemente 
suponiendo que su estabilidad en el contexto global de la célula puede extenderse a su uso en 
exosomas264,265. No obstante, algunos estudios han demostrado la inadecuación de estos ARNs 
no codificantes como controles endógenos en los exosomas274–276. Este escenario descubre el 
riesgo de la falta de homogeneidad en prácticamente la totalidad de los resultados publicados 
hasta la fecha centrados en los niveles de miARNs exosomales. Asimismo, pone de manifiesto la 
enorme necesidad que existe de identificar un miARN con niveles exosomales estables que 
pueda servir como control endógeno para el análisis de los niveles de los miARNs de interés.  
 
Por ese motivo, nos planteamos la identificación de un endógeno a partir de los datos del 
análisis microRNómico del contenido exosomal de nuestro modelo experimental con células 
sensibles y resistentes a CDDP y seleccionamos el miR-151a-3p, miR-22 y miR-221 por ser los 
tres candidatos con menor variabilidad entre las líneas celulares y que presentaron niveles 
elevados asociados con un número de lecturas altas por NGS en todas ellas, asegurándonos su 
detección mediante cualquier técnica de análisis alternativa. Además, los candidatos 
seleccionados presentaron una reducida variabilidad en el compartimento celular analizada en 
30 tipos tumorales recogidos en la base de datos del TCGA, lo que refuerza su posible estabilidad 
el contenido exosomal. Una primera validación por qRT-PCR de los tres miARNs y el miR-16 en 
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nuestro modelo de células sensibles y resistentes a CDDP junto con otras siete líneas celulares 
de distintos tipos tumorales, mostró que el candidato con menor variabilidad es el miR-151a. La 
fortaleza de este modelo reside en la utilización de células que han sufrido una agresión externa, 
como es la exposición continuada a cisplatino, que se ha visto que modifica la expresión génica 
y el perfil de metilación en las células277. Además, la estabilidad del miR-151a se mantuvo entre 
los distintos tipos tumorales, no sólo en las líneas de cáncer de pulmón y de ovario, confiriéndole 
validez para su uso en el contexto general de los exosomas en cáncer. Con la finalidad de 
comparar el valor como referente endógeno del miR-151a con el del miR-16, normalizamos los 
valores del miR-451a frente a ambos, observando que existía una correlación entre los datos al 
normalizar con ambos miARNs aunque el perfil de los niveles no era exactamente el mismo. 
Estas diferencias aumentaron al normalizar con ambos miARNs los niveles exosomales del miR-
451a en el plasma de pacientes con CPNM, observándose que en un número mayor de muestras 
analizadas y de diferente origen, la menor variabilidad observada en los niveles del miR-151a, 
marcan una diferencia sustancial, ya que no se mantuvo la correlación previamente observada 
en las líneas celulares al normalizar frente al miR-16.  Nuestros resultados ponen de manifiesto 
la importancia de utilizar un endógeno robusto cuya procedencia sea la del mismo 
compartimento celular que sobre el que se esté trabajando, sobre todo en muestras de 
pacientes, en las que la heterogeneidad es siempre superior a la observada en los modelos 
celulares. Su uso evitaría sesgos en la cuantificación que puedan conducir a conclusiones 
erróneas. Por último, confirmamos la validación traslacional del uso del miR-151a como 
endógeno exosomal en otras patologías y en muestras de exosomas procedentes de otros 
compartimentos biológicos al observar su alta homogeneidad en muestras pareadas de plasma 
y líquido ascítico de pacientes con cáncer de ovario y controles sanos. Dicha homogeneidad, 
como era de esperar, no se observó al analizar los niveles del miR-451a entre las diferentes 
condiciones analizadas. 
 
La bibliografía existente acerca del miR-151a es limitada y controvertida, pero hasta la 
fecha no se ha descrito como potencial miRNA endógeno exosomal. Se ha reportado su 
implicación en cáncer de próstata como miARN supresor tumoral capaz de inhibir la 
proliferación y la migración en líneas celulares278, aunque también se encontró sobreexpresado 
en carcinoma esofágico con respecto a los controles normales279. La presencia del miR-151a en 
exosomas se ha descrito únicamente en un estudio realizado en glioblastoma, en el que 
relacionan niveles elevados con una mayor respuesta a temozolomida280. Sin embargo, nuestros 
hallazgos se apoyan no solo en la estabilidad que encontramos en la carga exosomal sino 
también en la estabilidad que presenta este miARN en 30 tipos tumorales del TCGA y en el hecho 
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de que en dos estudios centrados en la búsqueda de miRNAs normalizadores en distintos 
contextos; suero de pacientes con adenocarcinoma colorrectal y en frotis citológicos secos de 
lesiones tiroideas, identifican en sus barridos iniciales el miR-151a como uno de los candidatos 
con mayor estabilidad entre las muestras analizadas281,282. Por lo tanto, nuestros hallazgos 
señalan al miR-151a como el mejor endógeno descrito hasta la fecha para la normalización de 
los niveles de los miARNs en el contenido exosomal en condiciones normales y tumorales, 
hallazgo que nos ha permitido presentar una patente a la Agencia Europea en abril de 2019 
(Anexo 10).  
 
2.4 Significado clínico de los niveles exosomales de las proteínas ITIH1, LOXL2, FBN2 y 
GSN como potenciales biomarcadores de respuesta a CDDP en CPNM 
La proteómica basada en la espectrometría de masas constituye una herramienta de 
identificación rápida y robusta de péptidos y proteínas que no solamente permite la 
identificación de miles de proteínas en muestras biológicas complejas, sino también el desarrollo 
de técnicas cuantitativas a gran escala que permiten medir variaciones en su abundancia148,283. 
Para la caracterización del contenido proteico exosomal en respuesta a platino, en una primera 
fase exploratoria, optamos por una estrategia de proteómica shotgun, que permite caracterizar 
el perfil proteico de una muestra biológica de la que no se tiene ningún conocimiento previo y 
cotejarla con una base de datos de referencia. El número total de proteínas únicas que 
identificamos (549 con al menos 2 péptidos), es comparable con los estudios proteómicos de 
exosomas publicados previamente284–287. De las 549 proteínas, seleccionamos las 20 que 
presentaron mayor abundancia en los exosomas procedentes de los subtipos resistentes en 
comparación con sus parentales sensibles. Además, un análisis ontológico de los genes que 
codifican para cada una de ellas reveló su implicación en adhesión celular y organización de la 
MEC, procesos ampliamente relacionados con el desarrollo de metástasis y resistencia a 
fármacos288–291, lo que podría explicar su presencia en exosomas circulantes en el plasma de 
pacientes en estadios avanzados, que presentan metástasis en todos los casos. 
 
En una segunda fase de validación, utilizamos un método de proteómica dirigida MRM, 
que resulta idóneo para validar de forma rápida paneles de posibles biomarcadores proteicos 
en colecciones de muestras clínicas292. Dicha aproximación nos permitió monitorizar con éxito 
las variaciones de abundancia de 10 de las 20 proteínas analizadas en los exosomas aislados del 
plasma de la cohorte de pacientes con CPNM (A2M, ITIH1, ITIH2, APOE, TNC, LOXL2, HBA, GSN, 
TSP1 y FBN2). Los modelos celulares constituyen una herramienta muy valiosa para el estudio 
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de biomarcadores a gran escala, sin embargo, las diferencias que presentan con respecto a las 
muestras clínicas hacen fundamental la validación de los datos obtenidos293. En este caso, dichas 
diferencias explicarían la detección de solo el 50% de las proteínas candidatas en las muestras 
de los pacientes. El análisis de supervivencia se realizó segregando a los pacientes en función de 
los valores de abundancia “bajos” y “altos” estimados con respecto a la media de cada proteína. 
Se identificó un mismo patrón de abundancia en las proteínas LOXL2 y GSN en los pacientes, 
siendo estadísticamente significativa la relación entre tener niveles elevados de las dos 
proteínas en el contenido exosomal y un peor pronóstico en términos de supervivencia libre de 
progresión y supervivencia global. La proteína lisil oxidasa homóloga 2 (LOXL2) desempeña un 
papel clave en la biogénesis de las matrices de tejido conectivo al catalizar la formación de 
enlaces cruzados en el colágeno y la elastina. Esta proteína se encuentra sobreexpresada en 
varios tipos de cáncer y se relaciona con mal pronóstico y metástasis294,295, así como en la 
resistencia a fármacos antitumorales mediante la remodelación de la MEC290,296. La gelsolina 
(GSN), que participa en la regulación del ensamblaje y desensamblaje de los filamentos de 
actina, se ha visto desregulada en varios tipos tumorales. En cáncer gástrico y de vejiga se 
encuentra inhibido297,298, mientras que su sobreexpresión se ha reportado en CPNM299 y en 
tumores uroteliales300. Ambas proteínas gelsolina y LOXL2 promueven la activación de la ruta de 
supervivencia de PI3K/AKT en células tumorales, ruta que además está implicada en la 
resistencia a cisplatino277. Por lo que la correlación observada entre los niveles elevados de estas 
proteínas y el peor pronóstico de los pacientes podría deberse a que una doble activación de la 
vía conllevaría una mayor agresividad tumoral y una mayor resistencia al tratamiento. La 
presencia de LOXL2 se ha descrito en exosomas301, por lo que las células tumorales podrían estar 
utilizando los exosomas como mecanismo para modificar la MEC y permitir una mayor capacidad 
metastásica del tumor. En futuros ensayos sería de gran interés profundizar en el papel de estas 
proteínas en la progresión tumoral y respuesta a fármacos a través de ensayos funcionales. 
 
Los niveles individuales elevados de ITIH1 y FBN2 en los exosomas de los pacientes 
también se relacionan con un peor pronóstico en términos de supervivencia libre de progresión 
y global. La proteína ITIH1 pertenece a la familia de inhibidores inter-alfa-tripsina, cuya pérdida 
de expresión es frecuente en múltiples tumores sólidos302,303. La fibrilina 2 (FBN2) pertenece a 
una familia de glucoproteínas esenciales en la formación de fibras elásticas del tejido conectivo. 
Su papel en cáncer es aún poco conocido, aunque parece tener acciones como gen supresor 
tumoral (GST), habiéndose descrito la metilación aberrante de su región promotora en CPNM304, 
cáncer colorrectal305 y carcinoma escamoso esofágico306. El silenciamiento génico a través de la 
metilación del promotor es uno de los mecanismos epigenéticos reguladores de la expresión de 
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GSTs en carcinogénesis307. La expulsión de ITIH1 y FBN2 vía exosomas podría explicarse, de la 
misma forma que el miR-142-3p, como un mecanismo de protección celular frente al carácter 
supresor tumoral de dichas proteínas. 
 
Estos resultados indican que los niveles exosomales de las proteínas LOXL2 o gelsolina, así 
como de ITIH1 y FBN2 podrían ser utilizados como biomarcadores de pronóstico y respuesta a 
platino en biopsia líquida en pacientes con CPNM en estadios avanzados.   
 
2.5 Panel de biomarcadores exosomales de pronóstico en CPNM  
Los miARNs y las proteínas son moléculas con capacidad biológica propia, cuya interacción 
se ha estudiado como firma molecular para el diagnóstico y tratamiento del cáncer308. El estudio 
conjunto de proteínas y miARNs biomarcadores dentro del contexto exosomal, permite eliminar 
la heterogeneidad tumoral que existe en las muestras de tejido, además, la biopsia líquida 
permite una mayor accesibilidad de la muestra. De nuestro estudio se deriva que la valoración 
individual de la abundancia de determinados miARNs y proteínas exosomales podría ser una 
herramienta con gran potencial para profundizar en el diagnóstico y la progresión de la 
enfermedad. El principal problema de esta aproximación es que la elección del percentil es 
arbitraria y no tiene porqué corresponder con una división natural entre subpoblaciones de 
pacientes con valores distintos para la abundancia media de un determinado biomarcador. 
Además, dificulta tener en cuenta el efecto combinado de varios biomarcadores y/o parámetros 
clínicos. En cambio, el uso de paneles de biomarcadores permite optimizar la combinación de la 
información proporcionada por múltiples moléculas para predecir el pronóstico de un paciente. 
Por este motivo, optamos por integrar los 10 candidatos proteicos y los 3 miARNs utilizando el 
modelo de riesgo proporcional de Cox. En este modelo, los coeficientes de riesgo indican el 
factor por el que se multiplica el riesgo al incrementarse en una unidad la abundancia de un 
determinado biomarcador. 
 
La presencia de predictores altamente correlacionados suele ser una fuente de 
inestabilidad en métodos de análisis multivariante, dificultando la correcta evaluación de su 
significación. Por lo que redujimos el grupo GSN/FBN2/LOXL2 a GSN y el grupo ITIH1/ITIH2 a 
ITIH2. A continuación se eliminaron los biomarcadores menos informativos, quedando un 
modelo compuesto por miR-142-3p, gelsolina e ITIH2. Teniendo en cuenta que, por su elevada 
correlación, ITIH2 aporta la misma información que ITIH1, y GSN la misma que LOXL2 y FBN2, 
tres de los cuatro biomarcadores (miR-142-3p, miR-451a, GSN/LOXL2/FBN2 e ITIHI/ITIH2) 
identificados en los análisis individuales, se seleccionaron dentro del modelo de riesgo conjunto, 
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poniendo de manifiesto la solidez de dichos biomarcadores como predictores de pronóstico y 
respuesta al tratamiento en CPNM en estadios avanzados. El mayor peso predictivo del miR-
142-3p en comparación con miR-451a en los pacientes podría deberse a que este miARN, que 
se validó tanto en las líneas resistentes a cisplatino como a carboplatino, podría tener un mayor 
papel en los mecanismos comunes de resistencia, ya que en nuestra cohorte los pacientes 
estaban tratados con ambos derivados del platino. No descartamos el hecho de que ambas 
biomoléculas (miARNs y proteínas) pudieran actuar conjuntamente en distintos niveles de una 
misma ruta biológica, de hecho, al menos 21 genes diana del miR-142-3p participan en la vía de 
señalización del calcio, catión que estimula la actividad de la gelsolina309, por lo que una 
disminución intracelular de este miARN podría estar potenciando la activación de gelsolina, y 
por tanto favoreciendo el proceso tumorogénico  
 
La fiabilidad del modelo de biomarcadores se evaluó utilizando solamente variables 
clínicas como predictores, que confirman los datos descritos en la literatura en relación al menor 
riesgo asociado al tipo histológico adenocarcinoma310 y un mayor riesgo asociado al estadio IV311. 
La construcción de un panel combinado de indicadores clínicos y biomarcadores, junto con sus 
interacciones permite la obtención de un modelo generalizable y con potencial uso en la práctica 
clínica habitual. En este modelo se acentuaron tanto las magnitudes de los factores de riesgo 
como la significación de los efectos ya descritos, lo que se debe a que el modelo contiene más 
parámetros de los que el tamaño de la cohorte puede soportar de forma estable. No obstante, 
no se observaron cambios en los coeficientes contradictorios con los modelos anteriores ni con 
los datos descritos en la literatura310,311, por lo que seguiría suponiendo un modelo fiable 
mientras se tengan en cuenta la sobredimensión de los coeficientes de riesgo.  
 
Los niveles exosomales del miR-142-3p constituyen un factor de riesgo en pacientes con 
CPNM adicional al estadio y al tipo histológico. Además, los niveles exosomales de la proteína 
ITIH2 supondrían un riesgo en hombres, mientras que los de gelsolina afectarían 
específicamente a los pacientes con adenocarcinoma. En futuros estudios sería de gran interés 
investigar la posible regulación hormonal de ITIH2 en CPNM, que pudiera explicar la relación 
entre los niveles de la proteína y el sexo del paciente, ya que se ha descrito una relación entre 
la expresión de este gen y los niveles de estrógenos en cáncer de mama302. También sería 
interesante validar la relación entre el tipo histológico adenocarcinoma y los niveles de gelsolina 
en una cohorte de pacientes con CPNM más extensa, eliminando las posibles sobreestimaciones 
debidas al tamaño muestral, esto permitiría además obtener resultados de mayor interés en 










1. Con este trabajo hemos generado el primer modelo visual en 3D de un exosoma circulante 
que muestra la complejidad de la composición exosomal. Este modelo facilita la comprensión 
espacial y estructural, así como la proporción existente entre las moléculas del contenido 
exosomal. Además, este modelo constituye la primera estimación cuantitativa de los 
componentes exosomales que sienta las bases para el desarrollo de futuros estudios. 
 
2. El modelo experimental compuesto por las líneas celulares H23, A2780 y 41M constituye una 
aproximación válida para el desarrollo de este trabajo, ya que la internalización de los 
exosomas procedentes de células resistentes a cisplatino en al menos el 75% de las células 
sensibles produjo un descenso en la sensibilidad al fármaco. 
 
3. La combinación del uso de técnicas de secuenciación masiva del microRNoma, algoritmos 
bioinformáticos dirigidos y posteriores estrategias de selección y validación, han permitido 
identificar 3 microARNs conocidos, -451a, -142-3p y -891a-5p, así como describir, por primera 
vez, el miR-novel-55745, no incluido en las bases de datos. Estos candidatos podrían estar 
implicados en la aparición de resistencia a derivados del platino en CPNM y cáncer de ovario.  
 
4. La secreción de los miARNs 142-3p y 451a vía exosomal al exterior celular podría favorecer 
el desarrollo de mecanismos de resistencia al fármaco, generando fenotipos de mayor 
agresividad. De hecho, su análisis traslacional demuestra una correlación significativa y 
sinérgica entre niveles exosomales elevados y un pronóstico desfavorable en cuanto a 
supervivencia global y libre de progresión.  
 
5. Por tanto, niveles exosomales del miR-142-3p y del miR-451 permitirían monitorizar el 
pronóstico y la respuesta a platino en biopsia líquida en pacientes con CPNM en estadios 
avanzados y facilitar la elección de terapias alternativas a dicho fármaco.  
 
6. En este trabajo no se ha observado una asociación significativa entre los niveles exosomales 
del microARN novel 55745 y la progresión de la enfermedad, aunque podría estar implicado 
en el establecimiento del CPNM, ya que se encuentran diferencialmente elevados en 
pacientes con CPNM. Por tanto, la valoración de sus niveles exosomales en biopsia líquida 





7. Los estudios de proteómica shotgun y proteómica dirigida, junto con un análisis traslacional 
en muestras de pacientes con CPNM en estadios avanzados nos ha permitido identificar las 
proteínas exosomales ITIH1, LOXL2/GELS y FBN2 como potenciales biomarcadores de 
pronóstico y respuesta al tratamiento con derivados del platino, correlacionándose niveles 
elevados con un peor pronóstico en términos de supervivencia global y libre de progresión.  
 
8. En este trabajo hemos desarrollado un modelo de riesgo proporcional que en función de la 
abundancia de cada uno de los predictores estudiados (miARNs y proteínas) y los datos 
clínicos de los pacientes, permite analizar el riesgo de exitus asociado. Este modelo, predice 
un riesgo mayor vinculado con el miR-142-3p, que se incrementa con las proteínas gelsolina 
e ITIH2 en función del tipo histológico y el sexo del paciente.  
 
9. Por último, con este trabajo hemos identificado, un miARN exosomal cuyos niveles no varían 
entre distintos tipos tumorales, muestras control, diferentes tratamientos farmacológicos ni 
entre muestras con diferentes orígenes. La homogeneidad en sus niveles, 
independientemente de la muestra analizada, hace del miR-151a el primer miARN endógeno 
de origen exosomal identificado con potencial normalizador y supone un gran hallazgo en el 
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ANEXO 1. Listado de miARNs conocidos y noveles sobre-representados en los exosomas de los 




















































































ANEXO 2. Listado de proteínas identificadas en el análisis proteómico shotgun. Se muestran 
los nombres de los genes que codifican para cada proteína, y en amarillo los que coinciden con 
el listado de ExoCarta.   
 
   
H23S H23R
THBS1 POSTN RSU1 SEPT2 LGMN CCDC180 GOLGA4 NPTX1 THBS1 CLU PTX3 ANGPTL3 PHACTR4 CNN2 FRY AGRN
ACTB CLEC11A CCT4 MGAT1 HRNR RGN EMILIN1 AHSG A2M NPTX1 PXDN ACTR2 PDIA3 CTAGE1 MAP2K1 TUBA4A
ACTG1 VTN ACHE CYR61 RPS25 B4GALT5 SPOCK2 ITIH1 ACTB KRT9 PYGL ULK3 DDX39B NEB ZNF134 TUBB
CD81 VIM PARVB CORO1A GPI KIF7 TNFSF18 HBB ACTG1 SERPIND1 LAMA2 ERP44 ACP1 HIVEP3 DDX52 ITIH3
A2M EFEMP1 APOH SERPINH1 TALDO1 EFCC1 NCBP1 KRT2 CD81 LUM CHIA LAP3 LCAT RPL18 SLC2A13 ACTN1
FN1 LAMC1 HIST2H3A MAT1A CSPG4 ITSN1 TACC2 COMP FN1 CLEC11A APOA1 FGA DDX3X IFIT1 TMPRSS11A AHSG
FLNA APOE VCL SMPD1 PKD2L2 S100A11 PPP1R9A TUBB4B GAPDH ACTBL2 PLOD3 PTPRZ1 KCNF1 BBS1 NCOA6 VTN
ALB GC PSMB3 PSMB4 SNX2 TMEM163 MRS2 HSPG2 FLNA ENO3 HIST2H3A ACTR1B OR2T2 SRCIN1 FN3KRP HSPG2
GAPDH LUM LTF INVS FBN2 CDH5 ALAS1 SERPIND1 ALB LAMA5 ALDH9A1 PLVAP FBN2 OPTN DNAJA1 KRT10
TUBA1B C1QTNF3 NPTX2 PAICS A1BG PRG4 PARP8 KRT9 TUBA1B LAMC1 GSTP1 LMNA FAM3C PRIM1 CENPH APOE
TUBA1A TAGLN2 FERMT3 PSMB2 GSTA1 SARS BCL2L10 ENO3 TUBA1A LAMB1 PLEC RGPD1 PHGDH GPX3 RFC5 THBS4
HSP90AB1 COL6A1 PTPRF IL6ST DPYSL2 LGALS1 CAPZA1 CLU HSP90AB1 SEMA3C MAPRE2 RPLP0P6 PRDX4 ATP6V1B2 KLRK1 TUBB4B
ENO1 IGF2R CACNA2D1PLA2G7 UGP2 EEF1B2 TYW3 PCDH18 HSPA8 LOXL2 SERPINF2 SND1 EPRS STRAP BIN1 HBD
HSP90AA1 C5 RPS27A NQO1 DSTN POLR3B FBLN5 ANKRD34B PKM EFEMP1 KRT17 ACHE COL9A1 B2M PTPN21 LRP1
ACTN4 EEF1A1P5 HIST1H3A GGH NPTXR LPPR4 AP1G1 NUGGC ENO1 KRT2 C8B CTSD ZDBF2 HS6ST1 HMMR POSTN
HSPA8 AFP SCG2 NPEPPS PTK7 RPS4Y1 PRIM1 IGSF8 VCP COMP KRT75 G6PD BRD8 NISCH MOB1B PGAM1
PPIA AMY1A PCOLCE COL9A1 RPL18 NLRP2 USP8 RHOC EEF2 KRT6A CACNA2D1 TGFB2 SPTBN1 INPPL1 PLEKHA6 PCDH12
EEF2 AGRN OGN CPE EXT2 MEP1A FHOD3 DCAF8 PGK1 COL6A1 LTBP3 PFKP F11 CCDC105 PCDHGC3 CFB
PKM TNC HGD C8B LYPLA1 APPL1 CPN1 KLRK1 HSP90AA1 KRT16 SHBG ME1 GALK1 PPP1R9A PRR11 HSP90B1
UBA1 PSAP PTPRS FAM104A ADH5 IFI35 NBN PDLIM1 ACTN4 C5 DPYSL2 CTSZ CHD9 NUDC AASDH HGD
PGK1 LAMB1 EEF1G NID2 PNP ZNF280A PTPN21 C12orf63 LDHA VIM RELN PTK7 EEF1D NPTX2 TXK DMBT1
HSPA1A AMY2A MYH14 PHGDH ZDBF2 AAAS FAM83G LTBP3 HSPA1A TUBB3 KRT18 CSPG4 OR2W3 TC2N SLC26A3 PSMA1
LDHB PLG PSMB6 FEN1 CTSZ GM2A ZBTB4 EHD2 LDHB PLAU PGD EFEMP2 PLXNB2 TMEM27 IBTK COL5A2
VCP FGB B3GNT1 OIT3 ADM2 CUL4A RPS6KB1 APOPT1 PPIA EEF1A1P5 PTPRF CORO1C CCDC93 SLC26A10 TTC3 HRNR
LDHA LTBP4 PGD HSPA13 NUTF2 EIF5A2 SMC1A NME2 SDCBP TAGLN2 SPATA19 MBTPS1 MED6 ATP13A1 UNC80 PSMA5
MSN PLOD1 SPATA19 CTSB COL15A1 IFIT1 ARMC2 ATP4B TPI1 GC ADAMTS13 NOTCH2 GLTSCR1 SATB2 TMEM5 HSPB1
YWHAZ GNS APOA1 MAN1A1 CTAGE1 SLC2A14 FMO5 PPT1 AHCY IGF2R APMAP QSOX1 PCMT1 FHOD3 LPPR4 PGAM4
CFL1 INADL ITIH4 RBP4 PCOLCE2 KTN1 CHD2 C12orf4 MYH9 PLG TNXB IL6ST SCG2 SLTM ASS1 WDR1
AHCY SERPINC1 CHIA FAT4 HMCN1 CHTF8 NPAS4 ASS1 HSPA5 C1QTNF3 MDH1 GSTA5 PLXDC2 GALNT4 NCAM1 GNS
TPI1 CNTN1 ALDH9A1 SPP2 CCDC13 KIF4A ABCB10 GPX3 CFL1 C7 CCT8 TPP1 IGF2 ARHGEF37FRK SERPINA10
RAP1B COL6A3 GPATCH8 CTSD ME1 DNAH1 GNA12 PRRC2A HIST1H4A KRT14 TBCK SPP2 FANCI PRKG1 ZNF280A STC1
HSPA5 VWF NOTCH2 PPID SEPT7 NUP155 TBC1D8 POTEC CLTC PSAP MASP1 LTBP2 NME2 MOCS3 SYNE2 CDH11
KPNB1 APOC3 COL5A2 GANAB PLXNB2 FNBP1 AASDH TRABD2A YWHAZ AMY1A COTL1 NID2 HSPA13 FAM83G FMO5 SPOCK2
CLIC1 SERPINA7 SHBG TTN SERPINA5 TAP1 SMYD4 PLCE1 YWHAE PLOD1 INVS CAT MCM4 PCOLCE2 BRCA2 UGP2
YWHAG F5 NAP1L1 SPTBN1 FAM3C CAT DIP2C MTPN RAN F5 OLFML3 NAP1L4 AP4S1 NRP1 TBC1D2 PDLIM1
PFN1 TNXB RAB10 RAB11B MARCKSL1VEPH1 FANCI BRD9 MSN CNTN1 RPS27A DSTN CRMP1 USP14 LRRC7 SEMA3A
ALDOA KRT6B F13B GMFG CCDC18 TIAM1 COPB1 COX5B TKT AMY2A PSMB1 NPEPPS TTR C8A F9 APOA4
HIST1H4A MRC2 VASN ADAMTSL4KCTD11 AHCYL2 LAMA3 ACE PFN1 FGB RAB10 CBR1 TDRD6 HSPH1 N4BP3 ACTR3
YWHAQ C7 FSCN1 S100A6 CTSC MFAP5 MTHFD1 CPA6 KPNB1 THBS3 PCOLCE AFM ARPC1B ZFR2 CYP2C8 FBN1
CLTC F13A1 HABP2 COPS6 ASL WDR43 TRIM32 DNAJC14 CLIC1 LTBP4 TFPI2 FABP5P3 AMBP CCDC18 ADAMTSL2 ROBO4
EZR KRT8 VGF FLG2 CDH11 HRG DISP2 MMP2 GDI2 COL6A3 COL1A2 RUVBL1 TMCC1 ILK ATP4B MAT1A
YWHAE WDR1 FAT1 LTA4H OXSR1 FAM53A B2M RPL35 ALDOA TUBB1 KRT8 SMPD1 PPM1F NTN4 NSUN5P2 COL3A1
CCT2 NOTCH3 CAND1 IGF2 ALDH1A1 SETD1B LRRC8D CAPZB LGALS3BP FGG EIF3B ASPN SCRIB ATP11B MYO1F VGF
ACLY THBS3 PLEK ERC2 DCDC5 MAP2K1 HS6ST1 APOA4 ANXA2 SERPINC1 NRP2 RBP4 TMC2 TUBG2 AKR1B15 TGFBI
RAN CAP1 HSPB1 MBTPS1 TUBG1 OR2W6P TXK IGJ ITGB1 VWF CSE1L LRG1 MASP2 INSR CCDC19 RPL5
GDI2 VASP EEF1D COL1A1 PLXDC2 EFCAB2 CYP2C8 GSTM3 FASN APOC3 GPATCH8 WARS LUZP1 CPPED1 ENGASE FAT4
YWHAB KRT5 SERPINA10MOS C2 GLO1 NCAM1 MYL6B CCT3 AFP ITIH4 ITGA2 EML4 PDGFRB CD36 RPSA
MYH9 FGG LMNA ADAMTSL2RPSA CCDC170 FTMT ANXA2P2 YWHAB C9 RSU1 VASN NQO1 NPR2 TRMT1 PRDX6
ITGB1 FLNC CORO1C ARPC5 CALD1 DYNC1H1 CYFIP2 ISLR YWHAQ CAP1 IGFBP2 PRSS2 PLA2G7 PHF21B FARSB B3GNT1
CD9 CRH DPYS PRDX6 ILK WARS GNA13 NRP1 TCP1 MRC2 PSMA3 PCBP1 UMOD ARPC4 LRRC8D HMCN2
RAB1A PGAM1 CTSL CYP2F1 MED6 TSKU CNBD1 COL3A1 CCT2 HIST2H2BF CTSL PPP1R2 RPL12 ELAVL3 SOX6 ADH5
CCT5 PSMA5 ART4 CHST14 PHACTR4 VSTM2B ARHGDIA IGFBP2 YWHAG COL12A1 F13B COL15A1 KMT2D DMD SCUBE3 PNP
TKT LOXL2 MDH1 CD97 PCBP1 PPM1F CCDC171 EFEMP2 MFGE8 KRT5 PARVB PEPD MYO7A C10orf71 KNDC1 GSTA1
GNB1 FLNB IGLL5 ACTR2 LAP3 ARHGEF37THRAP3 UBAC2 PRDX2 VASP LTF CALR MIF CHST14 EDEM3 OR6M1
CDC42 CFB PGM1 BGN HMCN2 RPL5 CFH RAB8B RAB7A FMOD FSCN1 CCT7 ADSL FKBP4 ZNF484 ERC2
PRDX2 GRN QSOX1 CKB UBE4A SHMT1 C8A RPLP0P6 ACLY N/A SUPT6H PROS1 ARR3 CCDC6 N4BP2 ITGA3
CCT3 PSMA2 PSMA4 AFM LGALSL APOC2 ZNF610 PSMA3 CCT5 PLTP OGN CPE TAP1 HMGCLL1 MAST3 OXSR1
FASN EIF4A1 ANGPTL3 GSTA5 ELAVL3 NALCN TRRAP PLVAP CD9 HIST1H2AG CFI RRP1B PCLO KCTD11 DNM2 S100A12
PRDX1 COTL1 SERPINF2 OMD IDH1 HIP1 RPL31 ROBO4 PRDX1 HIST3H2BB MYL6 TIE1 PKHD1L1 KIF7 CYLD HEXB
ANXA11 BHMT FGA EIF2S1 TPP1 CSRP1 GALNT15 ITGA2 UBA1 PSMA4 ART4 PPP2R1A HSPA4 AHNAK METTL21EP LAMA3
SDCBP VCAM1 PYGL NEO1 IPO5 ARR3 ATL1 RAB1B CDC42 SERPINA7 NEO1 NUMA1 ADAMTSL4BIRC6 FRAS1 HHIPL2
TCP1 PXDN PSMB1 ADK OR6M1 ITPR3 ANKRD36C NID1 GNB1 VCL PTPRS SACS CD97 RAI14 GBA GM2A
F2 C9 PKLR CRMP1 MOCS3 MORF4L2 H6PD ADAMTS13 RAB1A APOH ARF3 CLP1 KIF4A ALDH1A1 RFC1 ARPC5
TG PSMA6 APOM SACS ARPC4 DCTN1 CPPED1 COL12A1 F2 BHMT NID1 PEBP1 SEPT9 CCDC64 COPB1 RFPL1
C3 TGFBI GPR126 QPCT ERP44 BRIP1 VPS52 LAMA5 TG FLNC FEN1 PGM1 PIP4K2A DYNC1H1 KIF6 MORF4L2
TLN1 OLFML3 LCAT MINK1 DDX47 RPL34 ARFGEF3 MASP1 C3 FLNB GRN PLEK NUP160 GSTA3 CNBD1 TPM3
FBLN1 DMBT1 STC1 COL18A1 TMCC1 SLC22A8 MARVELD2 KRT18 CP VCAM1 APOM GSS BRD9 MAT2A GTF3C1 KIF26B
HBA1 TUBB1 GNG12 GSS PROS1 PSMB5 DOCK7 LAMA2 TLN1 EIF4A1 CAND1 OMD EEF1B2 TACC2 RTKN2 CPN1
GSN HIST1H2AG ABHD8 RAB40C FYN ARF3 N4BP2 APMAP TNC PSMB3 EEF1G CNDP2 HLA-A SPEG CYFIP2 RPS2
ITIH2 FMOD NEB FAP SH3PXD2B ARPC2 C17orf78 HSP90B1 ITIH2 NOTCH3 IGLL5 GPR126 C1orf101 ETV7 NCBP1 TTLL10
PZP TIE1 PGM2 LAMB2 TDRD6 CYLD SLC24A4 HIST3H2BB HBA1 PSMB6 C2 OIT3 DHX9 PSMB4 LRRC9 SEPT11
ACTC1 PSMA1 PSMC5 SUPT6H AMBP HSPH1 UNC80 PCDH12 FBLN1 PSMA6 TALDO1 COL4A2 PSMB9 EXT2 GOT1L1 BPGM
APOB HEXB GDI1 GLOD4 GALNT4 GAREML KIAA0020 ACTR3 GSN HPD PSMB7 CPA6 POLR3B PSMD11 FAAH2 PLCE1
C4A MAPRE2 CCT7 TFPI2 AKR1A1 RNGTT TTLL10 BMP7 PZP FERMT3 KIAA2012 UBAC2 RAB40C LTA4H BRWD3 RUVBL2
KRT1 HIST2H2BF PCMT1 UMOD ZBTB43 CCDC105 AKR1B15 SLC39A11 ACTC1 F13A1 FAT1 ARAP1 KLKB1 ALAS1 C17orf78 CD33
ITIH3 LAMA1 PSMB7 ACP1 HHIPL2 LRRC71 TTR PCYOX1L SERPINF1 PSMA7 NAP1L1 SPTBN2 PRRC2A RAB1B VWA5A DNPH1
SERPINF1 F10 GSTP1 SEPT11 SLAIN1 RB1 PKD1L2 PCDHGC3 C4A PAICS SERPINH1 MMP2 CAPZB EVPL MRPL32 ZYX
KRT10 FBN1 RELN RRP1B ASPN SLITRK2 HNRNPC CCDC88A APOB PSMA2 FAP LGALS1 SERPINA5 HYOU1 BEST2 GFPT1
LRP1 PSMA7 F11 RAB6A THBS4 PLTP ATIC NRP2 KRT1 F10 COL1A1 HNRNPC OLA1 CHST11 SIPA1L3 AP1G1
TUBB PTX3 TCEA1 CLP1 TUBA4A HPD SVEP1 MASP2 ITIH1 CCT4 SVEP1 LYST HRG TCEB3 GANAB DNAH12
ACTN1 SEMA3C CTSA RIT2 LECT2 MID1 GLYATL3 BHLHB9 ZNF610 ACPP GPM6A
DCTN4 ANKRD36C MRS2 VPS52 TRANK1 BTRC IBA57-AS1 COL20A1




PDCD6 FBLN1 IGF2R PSMA5 KIF5B GSTP1 SUPT6H SHMT1 HMCN2 THBS1 CFH PPT1 C8B ADAMTS13 AKR1A1 MPST
ACTB KRT1 PSMA7 SEPT2 EIF3E RAB1B ARR3 CYP2F1 ERH ACTB FBLN1 PLG PSMA4 RAC2 TGFB1 ACTR2
ACTG1 NID1 ATIC PSMC6 PSMC4 LAMA1 ADK FGA DDB1 ACTG1 APOE OLFM3 KRT2 APP RPL7 GMPS
THBS1 KRT10 XPO1 FGG BHMT HABP2 ADSL LYPLA1 NUP93 PDCD6IP HBA1 PLTP KRT9 MCM4 NONO OR5H2
A2M PLOD1 AFP PSMB1 CTPS1 VARS UBAC2 GPATCH8 HAT1 A2M PI15 LOXL2 PSMB1 PDLIM1 VARS EIF3E
LGALS3BP HBA1 FLNC PCDH12 RPS2 SERPINH1 RRM1 GSS AP3D1 FN1 COL6A3 PYGL DPYSL2 APOA1 ALDH9A1 LMNA
HSP90AB1 KRT2 AMY2A FERMT3 RCC2 RPL35 INVS RAB10 PLEC TUBA1B ITIH2 CAP1 PPP2R1A CAT EIF3B OLA1
GAPDH APOE CAND1 PSMD11 EIF3B DSTN DSG1 VAT1 RPS20 FLNA ACTC1 WDR1 PRKDC HSP90AA4P COL5A1 KPNA2
FN1 KRT9 TNXB VCAM1 PRPS1 EIF3H SEC31A CLTA SNX6 TUBA1A COL3A1 C7 B3GNT1 MBTPS1 MDH1 ROBO2
FLNA TUBB GC EEF1D LTF TNPO1 PTK7 CUL3 COL12A1 GAPDH PLOD1 DYNC1H1 PCBP2 MAT1A ASNS ITGAV
PKM ACTC1 PSMA6 PCBP1 GART AP2M1 THOP1 DYNLL2 MPST HSP90AB1 TUBB PSMA7 FMOD RPL11 OTOL1 HINT1
HSP90AA1 GSN C7 MTHFD1 ADH5 COPB1 RPLP2 GALK1 HNRNPC HSP90AA1 TUBB4B IARS NPM1 SRSF3 HSPA9 CSPG4
TUBA1B TUBB4B PPT1 CFB SPTBN1 ILK SNRPD3 DNAJA2 SF3B1 HIST1H4A NID2 SERPINA7 LAMA5 PSMD14 COPS3 CENPH
HSPA8 PZP NOTCH3 CORO1C SNRNP200 COL15A1 IL6ST IPO7 NOP56 PKM GSN VWF PSMD11 HMCN2 UBE2V2 PRSS16
TUBA1A ITIH2 AARS EIF3A COPS4 OLFML3 CLNS1A COL5A1 ALDH1A1 EEF2 TUBA4A EPRS RPS16 NRP2 SEPT11 PARVB
HIST1H4A POSTN CCT7 RPS3 EIF2S1 RPS5 PSMC1 DDX5 TXK ALB LRP1 ENO3 CTSB ACHE GSPT1 NPEPPS
EEF2 SERPINF1 PSMA4 LAMA5 FLG2 IGFBP2 CKB ASS1 RRP1B FASN SERPINF1 KRT10 CAND1 PFAS HEXA CALR
CLTC LRP1 PSMA1 PKLR SF3B3 PCK2 PPP1CA GPX3 ELMSAN1 HSPA8 PZP DHX9 TIE1 CCT7 RPS27A KHSRP
ALB C4A TAGLN2 B3GNT1 RPLP1 RPS18 RPL3L CCAR2 RGPD1 CLTC C1QTNF3 CNTN1 MRC2 LGALS1 ANGPTL3 SSRP1
FASN LAMC1 EFEMP1 RPL18 APOA1 SERPINA10TNC NTS PTPRK VCP C4A PAICS VASP HTRA1 LDLR TTYH3
VCP TUBA4A IARS HSPA9 PTPRS ITIH4 RNPEP BRD9 FKBP4 LGALS3BP HIST2H2BF TNXB LAP3 SPTBN1 MFAP5 RGPD1
ENO1 LTBP4 PLG APOH CHIA HNRNPU SEC23A FAT4 DNAJB11 PGK1 SERPIND1 GNB2L1 OLFM2 F13B XPO1 EIF2S1
EEF1A1 ITIH1 EIF4A1 EIF4A3 MDH1 DDX17 UBA2 ARPC2 EEF1B2 SDCBP HSPG2 PDGFRL TARS HNRNPK SNRPD3 EIF3A
LDHB APOB CTSB LOXL2 MAPRE2 MASP2 PPP1CB RPL19 FHL1 ENO1 LTBP4 ATIC HNRNPL EFEMP2 MARS PRCP
PGK1 PI15 PSMA2 FTL C8B ATP5B ROBO4 IMPDH2 ARPC5 PPIA HIST3H2BB CSE1L GPI NUTF2 EXT2 RTCB
PPIA HIST2H2BF EIF4A2 EEA1 IGLL5 GNS EEF1E1 SPATA19 HUWE1 EEF1A1 AGRN PSMC2 PSMA2 GBA QDPR EIF3L
LDHA HIST1H2BJ FBN1 PPP1R2 RPS3A TGFB1 PSMD3 G6PD TMCC1 ACTN4 THBS3 TNPO1 RPL18 PTPRF PTPRS PSMD2
HSPA1A HBD EEF1G COL1A1 APMAP ALDH7A1 GPS1 MCM5 CAT HSPA5 HBD APOC3 TGFBI UGP2 SEPT2 SF3B1
UBA1 AHSG PSMD2 PSMC5 APOA4 RPL11 MDH2 PSMD1 ADAMTS3 HSPA1A COMP FAT4 KIF5B CCT8 DNAJB11 B4GALT1
KPNB1 VIM DPYSL2 SARS CACNA2D1 PRKDC PSMD7 HNRNPR ULK3 KPNB1 SLIT2 EEF1G RUVBL1 CPN1 MASP1 PPP2CA
HSPA5 THBS4 SERPINA7 NUMA1 NPM1 CTSD ISLR RPL24 CDK1 MYH9 LAMC1 FBN2 PGD PRMT5 PPP1CB GALM
ACTN4 COL3A1 FGB VPS35 NAP1L4 PCNA RPS27A RTCB CKM LDHB VIM PYGB GSTP1 BHMT2 CARM1 TPM3
ANXA5 VTN PAICS LAP3 LARS GBA HYOU1 CDH11 ANGPTL3 YWHAZ FBN1 HEXB GDI1 COPG1 RPS4X OMD
AHCY ITIH3 CSE1L HSP90B1 NARS SKIV2L2 GMPS PSMB7 CRTAP UBA1 THBS4 LAMB1 PRPF19 MMP2 GALK1 CHIA
RAN AGRN COTL1 CARM1 TIE1 PDLIM1 USP14 CAPZA1 TAP1 ACLY APOB PSMA5 GNS CORO1C EIF3D CTSD
MYH9 COMP PSMB3 FBN2 RPL7A PPP1CC VASP PPA2 OTUB1 RAP1B HGF MTHFD1 RUVBL2 CPE ULK3 PTK7
CFL1 HSPG2 C5 MASP1 EIF2S3L UGP2 PRDX6 RCC1 PPAT CFL1 VTN RPLP0 THBS2 CNN2 MCM7 PSMC4
TPI1 LAMB2 COL6A3 GRN SHBG MFAP2 EML2 A1BG PRKAR2A TPI1 COL5A2 EEF1D HSPA4 UBAC2 CAD PLS3
TKT ACTN1 CNTN1 FTH1 KTN1 CTSL CORO1A PFKL RPL13 AHCY ITIH1 TNC APMAP PLEK ITIH4 LRG1
RAP1B THBS3 RPLP0 ASNS SERPINF2 LGALS1 CALR KIAA2012 HRG YWHAB ACTN1 MMP10 CCT4 CHST14 PSMD6 PCDH18
MSN TUBB6 PGAM1 OGN SFPQ PSMD6 NHP2L1 MCM3 RPS7 RAN COL6A1 PSMC6 PSMA3 VASN TWF2 GGH
YWHAZ FAT1 PPP2R1A LDLR HSPH1 FSCN1 NOTCH2 OLFM2 HLA-B GDI2 CLEC11A VCL LIPG HGD PEPD IGLL5
CCT3 SERPIND1 FREM2 MYL6 RPS12 MTAP PCDHGC3 CPPED1 RAC3 LDHA HIST1H2AG FERMT3 ADK TPR IL6ST DDX39A
CCT2 ENO3 CCT4 PGD LTBP3 PGLYRP2 MOCS3 COL4A2 ZCCHC8 TKT HIST2H2AA3 HSP90B1 CCT6A RSU1 USP6 TIMP1
ACLY HIST1H2AG GARS ACHE MYBL2 RPL30 COPS6 OR5H2 GSPT2 MSN PCOLCE HYOU1 RPS11 PKHD1L1 SPTAN1 ARPC3
TCP1 KRT14 KRT15 H2AFZ VASN PSMD13 PTPN11 RRBP1 DYNC1LI2 YWHAE HIST1H3A GARS COL1A1 LYPLA1 SNRNP200 MIF
PRDX1 CLEC11A SPTAN1 HGD ERP44 AP2A2 PRMT1 MFAP4 CTAGE1 PFN1 HIST3H2A OGN NOTCH1 HMCN1 PSMC1 NEU1
YWHAE EPRS VWF DMBT1 VGF RPL15 PSME3 IGF2 OIT3 CCT3 LUM NPTX1 NEO1 DPYSL3 KRT5 SHMT2
YWHAQ PCOLCE PSMC2 RPL12 NANS COPB2 LRG1 CLP1 PKD2L2 CLIC1 HIST2H3A PSMC3 RPS2 PCBP1 PCDH12 ASPM
PFN1 PSAP WARS PDGFRL NONO EIF3I ADM2 RAB11B ASPN YWHAG H3F3A SEPT7 PSMD13 CLSTN1 ARR3 FBP2
CCT5 PHGDH CCT8 COL1A2 MARS PGM1 PSMD14 FAM3C HRNR PRDX2 PHGDH EIF4A2 IGFBP2 CTSL ITGA2 HNRNPC
CLIC1 COL6A1 FLNB MYH10 SEPT11 LAMA2 RPS6 CUTA MYO7A CCT2 ITIH3 GRN SERPINH1 CBR1 PSMB5 HABP2
YWHAG HIST2H2AA3 C9 LAMB1 APOM COPS3 APRT RAB40C CD97 CD81 AHSG PSMB3 MFAP2 TTLL10 BPGM PDGFRB
GDI2 HIST2H3A FMOD CCT6A DARS LTA4H ACTR2 SND1 SACS ITGB1 AFP PKLR RPL7A ATP6AP2 SUPT6H OS9
ALDOA C1QTNF3 PLTP CAP1 HEXB EFEMP2 TSKU TROVE2 PIP4K2A RAB8A TAGLN2 CACNA2D1 RPS18 ASS1 PCDHGC3 PTPRD
GNB1 LUM F10 PSMB2 TARS GFPT1 C2 XRCC6 PRPF4 TCP1 F5 VCAM1 SPP2 TPP1 EIF3I RPL5
RAB7A KRT5 PSMB6 HNRNPH1 MEST MBTPS1 CAPZB SRSF3 B4GALT1 YWHAH FGG PSMA6 MAPRE2 AHCYL2 RPL23 TALDO1
PRDX2 GANAB PSMC3 NPEPPS RPL14 LRP4 EIF5AL1 DHX15 LUZP1 YWHAQ SERPINC1 F10 INHBE LTBP3 COPS8 COL2A1
YWHAB NID2 RSU1 ALDH9A1 TBCK MAT1A FEN1 QSOX1 PPM1F CCT5 C5 MYH10 YARS XRCC6 PRDX4 ALDH1A1
YWHAH HGF HSPD1 PSMB5 MAT2A PFAS MGAT2 TPM3 SNRPD2 PTGFRN IGF2R PLOD3 LTF RPS5 CTSZ TXK
RAB1A HIST3H2A VCL PARVB STRAP ART4 FRMPD1 TRIM28 AASDHPPT MFGE8 PSAP RAB11B COL15A1 PPID BMP1 AFM
CDC42 INADL PSMA3 ADAMTS13PRPF19 EIF6 PRPSAP1 ACTR1A SETX EZR GANAB DMBT1 PSMB2 NANS COL18A1 ABCE1
RHOA SERPINC1 APOC3 PSMB4 OLFM3 H2AFY SPP2 RPL32 DNM1L GNB1 AMY1A IGFALS PGM1 RPL10A SPON1 RPS20
ATP1A1 RPSA RUVBL2 TGFBI CPN1 CHST14 EIF3K COL18A1 FDXR RAB7A EFEMP1 FGB AARS C1S KNG1 MASP2
ITGB1 COL5A2 RUVBL1 CBS RPS4Y1 HINT1 PLA2G7 GSTA5 CREG1 RAB14 RPSA F13A1 APOM MCM3 HSPB1 RELN
SLC3A2 H3F3A PYGL HSPB1 EIF3F MED22 CPA6 ZDBF2 ACTR3 RHOA CLU C9 PSMB6 USO1 CKB CDH11
TFRC GNB2L1 TUBB1 XRCC5 PABPC3 CTSC PRIM1 SRM EIF3L ALDOA KRT1 LAMB2 SERPINF2 H2AFY C8A PLVAP
RAB5B HIST1H3A HNRNPK RPS4X TALDO1 OMD OR2T2 CNDP2 MAGEB2 CP TUBB1 PGAM1 APOA4 CFI OIT3 QSOX1
GNAS DYNC1H1 DHX9 PPP2CA CSPG4 PLVAP RPS14 DYNLRB2 INPPL1 TG PSMA1 NAP1L1 HNRNPM FERMT2 GLB1 LECT1
C3 AMY1A RPL5 COPA DDX39B PTPRF ECM29 PEBP1 NEO1 F2 AMY2A HNRNPH1 NARS MAT2A HGFAC BMP7
TG F5 SEPT7 PLOD3 GALNT4 FARSB LCAT RPS8 SUPT16H C3 OLFML3 PRPS1 PCK2 CDK1 AXL IPO5
F2 CLU F13A1 NPTX1 ABCE1 SSB NQO1 RPS25 PSMD12 NID1 GC APOH CRISPLD1 G6PD ILK F9
TLN1 WDR1 RPS11 HSPA4 F13B MGAT1 EXT2 COPG1 DNAJA1 TLN1 NOTCH3 UXS1 HPD RAB1B COL9A1 CRYZ
CFH TPR MRC2 RPL10A IPO5 PNP RPS16 SERPINA5 COPS2 POSTN FAT1 INADL MMP11 ISLR SERPINA10 MGAT2
RAI14 LPPR4 PKD2 FTSJ3 BIRC6 MRPL32 ZNF518B ZNF280A TLR1 FGL1 DCST2 VPS52 ZNF610 TULP4 PFKP DHX8
BRIP1 TMC2 PEPD CEMIP SBNO2 FER1L6 FAAH2 TKTL1 LRRC9 SERPINA5 SPPL2B NRAP NHLRC2 UNC13A TMC2 SEPT9
CHD2 SATB2 RPL34 FAP LRRC8D VWA5A APBA1 BRWD3 RTKN2 ISYNA1 RPS4Y1 LPA TXNDC16 IMPG1 MDC1 LRPAP1
PROS1 DNAH5 KARS BRCA2 TRIM32 MROH2A AKR1E2 AKR1B15 CYLD CYP2F1 LRRC8D SHBG PSMD1 FAP ADH5 ALDOB
RPL23 ZFYVE9 PSAT1 APOBEC3F AOC3 SCUBE3 HSPA13 SIPA1L3 PES1 RGN SACS PTGR1 BRWD3 GART MEST COPS4
PLXNA1 ARMC2 HMMR TMEM27 TRMT1 CASK NCBP1 MDC1 ECM2 TTLL7 KLC2 LUZP1 CCDC170 CA11 TSEN34 IZUMO4
POU6F2 CCDC180 SEPT9 FKBP9 FRY ZNF671 PRSS35 DNPH1 CA11 ZNF468 NSRP1 UBA2 CCDC88C RPL4 MED6 XRCC5
AIMP2 USP54 PSMB9 CCDC105 ARF3 PLCE1 CSPP1 MNT RPL9 DYNLL2 ZNF484 IGJ CNTN3 GPM6A APRT ATP4B
CYP21A2 PEX1 TRMT10B MCM2 RBP4 LRRC7 SIK2 GALNT2 CAMTA1 NME1 DDX17 NCAPG2 VWA1 USP14 SCN9A SATB2
CACNA1H KDM5A MORF4L2 KCNB2 RDH13 ZNF484 NME2 DECR2 NCOA6 FREM2 FBLN5 RPS26P11 CDH5 LMOD2 GLTSCR1 DNAJB1
SRCIN1 PLXDC2 ZYX GLTSCR1 OLA1 PARD3 TSEN34 TIMP2 FAM186A ARPC2 USP44 CCDC18 COL12A1 BCCIP PCLO AOX1
HPD CD36 OLR1 IMPACT HS6ST1 RPS9 ALAS1 CCDC19 FLG ATP6V1A MMP28 CORO1A SH3GLB1 MAT2B CALD1 KIAA1107
ZSWIM6 SLTM GOLGA8A TBC1D19 AHNAK MIF SLC26A11 SLC26A3 BRMS1 DDX47 OXSR1 ANKRD65 MAGT1 PAEP PLA2G7 TFE3
PDGFRB RASAL3 RPA1 FRK MED6 VRK2 CDH5 SF3A1 FAM83G GFPT1 IGF2 MYO7A RAB40C SETX KIAA0753 SPATA19
OR2W3 EIF2AK4 ZFYVE21 RARS HCFC1 BMP7 FHOD3 NCL N4BP2 SCPEP1 PGM2 CYP2C8 ELAVL3 ACTR3 TUBG2 C2
GPHN UBE2M UBE2D4 SNRPD1 ELAVL3 COL9A1 DDX6 MDM1 TXNDC16 PRG4 SARS RAB10 MCM5 BAG2 SAR1A RPS15A
RAB23 GLOD4 CENPH RPL4 HIP1 SLC15A1 PSD RPS23 TIAM2 LARS RPL3 QPCT ZDBF2 FASTKD3 GALNT2 PDIA3
ARCN1 B2M UTRN HNRNPL NCAM1 CTSZ MMP11 KIF4A PLCG1 RNF219 TBCK CDH6 ITPR3 MOCS3 RPL14 HMGCLL1
SLC2A1 EIF3CL CLIC4 PRRC2A ABCB10 QDPR IFIT1 RPL7 ACO1 EIF3CL CHD9 NFASC RPL15 EVPL LPL CNDP2
ITPR3 ZFAND2A VPS52 TTLL10 PCLO MMP2 CSRP1 LIPA LRRCC1 EHD1 CBS SRM MYLK A1BG S100A12 CLP1
FBLN5 CEP57 PLXNB2 LSM6 CACYBP FASTKD3 SF3A2 NRP1 PPID TBC1D32 VPS35 MCM6 FRY RDH13 CFHR5 BIRC6
OR6M1 NUTF2 COL6A2 RPS24 POLR3B C1orf101 STC2 LRPAP1 PTPN21 PCMT1 RPL12 PSME3 WARS GPX3 N/A ALAS1
GPM6A YARS ACACA ARHGEF37 TBC1D32 KLC2 PRMT5 C12orf57 GTF3C1 FAM83G COTL1 PRDX6 CTPS1 FGA MTAP CCDC154
UGDH RB1 AFM KIF26B NDNF PHACTR4 CD2AP PTGS2 WDR72 MST1 RPS25 PPP1CA SAMD9 TOLLIP HEY2 MLLT6





CD81 DNAH12 KRT18 CAP1 SERPINA1 PRKAR2A HAPLN3 ME1 ACTB TLN1 EIF4A1 RPL12 MYL6 RPL7A SSB
THBS1 SYMPK AFP FGG NPEPPS USO1 DIAPH1 ERH ACTG1 KRT10 LAMC1 APMAP F9 CORO1C DNAJA1
ACTB NBN AMY1A NUMA1 RUVBL2 LYPLA1 CLIC3 TCEA1 A2M HBA1 LAMB1 EIF3H MDH1 CTAGE1 CPA6
ACTG1 BAIAP2 PXDN NID1 XPO1 FBN2 HSPB1 MUC1 THBS1 FBLN1 EEF1G RPLP0 DHX9 FAT1 FRY
FASN ARCN1 EEF1G ASS1 PSMB1 SMPD1 DNPEP RPS4X GNB1 ITIH2 VIM PRKDC RPS3A ARR3 CPA1
FN1 AASDH TINAGL1 PGAM1 PSMC2 EML2 CTSV SARS FN1 GSN NID2 TALDO1 TPR PLOD1 A1BG
FLNA VPS35 LAMB3 EFEMP2 ALDH9A1 CLDN6 HPD CAPZA1 ALB ACTC1 C9 ACTR3 STRAP ADK POLR3B
PKM SDAD1 HIST1H3A PSMB6 RPS27A SBNO2 NRAP PLEC HSPA8 ITIH3 F13A1 PSMD2 PSMC3 FEN1 CD36
A2M TACC2 FLNB CAD SERPINF2 EIF2S1 NONO RABGAP1 FLNA PZP PSMA7 HSP90B1 CSE1L UBAC2 MB21D1
GAPDH RPS7 F5 F10 APOA1 DDX39B FAT4 LDLR TUBA1B KRT9 F10 SERPINF2 PARVB COPS3 CYP2C8
HIST1H4A ABCB10 APOC3 PSMA5 SUPT6H ITIH4 DNAJA1 CORO1A EEF2 NID1 TUBB1 ADAMTS13 APOM RAC2 B4GALT1
LGALS3BP MKLN1 COL6A1 DDB1 IPO5 MDH1 SERPINH1 GGH HSP90AB1 APOB CCT8 PTPRF S100A12 PRKAR2A OLA1
HSP90AA1 ANKRD62 LAMB1 ACTR3 CFB PTPRS DARS SACS TUBA1A KRT2 HIST2H3A PLVAP RGPD1 AMBP SND1
HSPA8 ATG16L2 IDH1 PROM1 MASP1 PLAU RPL14 CAT GAPDH ITIH1 PSMA6 OLFML3 RPL11 COL21A1 CAT
HSP90AB1 TLN1 EFEMP1 PSMD2 TENM3 PHPT1 PSMD6 SSB HSP90AA1 SERPINF1 PSMA2 AFM IGSF8 KIF5B KTN1
ALB KRT1 C5 SPTAN1 EPRS ABCE1 CNDP2 FAM63A RAB14 AHSG NOTCH3 TNC GART RPL14 ELMSAN1
TUBA1B FBLN1 HIST2H3A COTL1 RPL7A SEPT2 COL5A1 OLA1 PKM C4A FBN1 RUVBL2 VNN1 F13B USO1
ENO1 KRT10 DYNC1H1 VCAM1 CSE1L FLG2 TUBG2 FAT1 ENO1 TUBB PGAM1 LTF ABCE1 HNRNPH1 PLXNB2
TUBA1C HBA1 PLG PSMA7 PLOD1 TARS COPS6 PRG4 HSPA1A AFP WDR1 PSMB3 PTK7 CRTAC1 TCEA1
PGK1 TNC PRKDC RPLP0 APOA4 GPC4 UBAC2 RPL7 FASN THBS4 PSMA4 PSMA5 RUVBL1 RAB1B DNAJA2
EEF2 ITIH2 LMNA B3GNT1 LAMA2 NPTX1 HSPD1 NPM1 PPIA LRP1 VCL PDLIM1 RPLP1 RPL27A G6PD
CLTC APOB POSTN FERMT3 HNRNPU RPL11 COL3A1 FARSA PGK1 TUBA4A B3GNT1 NAP1L4 MASP2 PCOLCE ROBO4
MYH9 TUBB C7 PSMA2 OLFML3 AARS IGFBP2 ALDOC EEF1A1 HBD PSMA1 SUPT6H GNB2L1 HAPLN3 RPA1
UBA1 KRT9 KRT27 COL12A1 AGRN PDLIM1 AKR1A1 ITGAV MFGE8 TUBB4B GANAB PSMC5 MIF OMD RAB11B
ACTN4 KRT2 KRT17 KTN1 RPS11 CACNA2D1 PDGFC ROBO4 UBA1 KRT16 GLA COL12A1 PLA2G7 S100A11 OXSR1
HSPA1A LAMA3 FGB APMAP MAPRE2 PSMB5 SLC1A5 TNPO1 LDHA KRT14 LTBP4 COL1A1 PRPS2 RPS8 QPRT
VCP ACTC1 FBLN5 H2AFZ MYO1C C8B TRIM28 DSTN LDHB COL6A1 COL5A1 APOA4 LTBP1 PTX3 C2
PPIA APOE PSMA4 PTPRF HMGCS1 GNG12 NUCB1 MXRA5 HIST1H4A APOE EEF1D INVS LCAT TIE1 AARS
AHCY TUBB4B CLU SPTBN1 PSMD11 DSP NID2 DYNLL2 TPI1 COMP COL6A3 EIF4A3 RPS4Y2 RPL10A CCDC180
EZR AHSG GC TGFBI PARVB PSMC5 RPL10A COPS3 CLTC FBN2 FERMT3 MAT2A CPE KHDRBS2 RPL23
YWHAE LAMA5 KRT76 GNB2L1 PCBP2 NRP1 XRCC5 XRCC6 AHCY VTN C8B PGAM4 BHMT2 CYP2F1 BBS9
GNAS LAMB2 IMPDH2 RSU1 PPP2R1A EIF3I RPS2 PHACTR4 LGALS3BP KRT77 NAP1L1 PCDH12 PRDX4 RRP1B AGRN
TPI1 GSN STRAP PGD ARF3 ABHD8 CORO1B IPO4 KPNB1 KRT6B HIST1H2AGPPP2R1A PCBP1 ERC2 ATP4B
CCT2 LAMC1 TAGLN2 PGAM4 HRNR QSOX1 RPS24 OMD ACLY TUBB2B VASP APOA1 EIF2S1 EML2 HS6ST1
MSN LRP1 VWF SLC2A1 HABP2 PFN2 IGFALS RBP4 ACTN4 SERPIND1 ART4 CFI OR2W3 RPLP2 PSMB7
CFL1 ITIH3 RPSA FBLN2 EIF3H ACO1 GSTM2 DYNC2LI1 CD81 KRT6C CAP1 PGD ASNS GALK1 GALNT4
LDHB SERPINF1 SERPINA7 PSMA1 TALDO1 EIF3B CHIA MT1M CCT2 C1QTNF3 DYNC1H1 EIF3B IGFBP2 SERPINH1 COL11A1
ACLY C4A CAND1 RPL18 TPR ADK PLVAP PCSK4 CCT3 PXDN CHIA SPATA19 HNRNPL COL15A1 NPEPPS
ANXA2 TUBA4A PSMA6 RUVBL1 PAICS CKB KIF5A PLXNB2 YWHAZ GC PLTP ACHE TTN NRP2 CLIC4
YWHAZ KRT16 LTBP4 ACHE SERPINA10 ST13P4 MON2 TTLL7 TCP1 APOC3 CFB HGFAC COL14A1 S100A8 RAI14
LDHA THBS4 CCT4 OGN RPS18 MAT1A ATP6V1A AFM SDCBP PHGDH FLNB HGD USP14 PRIM1 COPA
HSPA5 HIST2H2BF CCT8 VCL VASN PSMD13 RTCB DNAJC10 YWHAE AMY1A PAICS RSU1 RPS25 IGF2 NBEA
STOM PZP EIF4A1 NAP1L1 FAM129B FAM104A CFI PABPC1L RAN PLG IDH1 HPD SACS TGFBR3 PPM1F
GDI2 HIST3H2BB EEF1D MYL6 BHMT KIF5B COPB1 EIF3E MSN HSPG2 PSMA3 HSPD1 GLUL ZDBF2 TGM3
RAP1B ITIH1 GSTP1 PSMC3 SND1 FBN1 RPS3A CPN1 ALDOA LUM VCAM1 QSOX1 GSTA1 KPNA2 FBLN5
PRDX1 KRT14 NOTCH3 HGD PSMB4 RPL12 TACSTD2 IGF2 HSPA5 KRT5 TBCK PSMB6 NEO1 MED6 PRRC2A
ALDOA KRT6A MYH14 FMOD RPLP2 PA2G4 SEMA3F PKHD1L1 CFL1 TAGLN2 HABP2 WNT5A CLP1 TMCC1 TDRD6
CCT5 KRT6C TNXB EPCAM RAB1B ISYNA1 DHX15 RPS5 MYH9 AMY2A RPSA IMPDH2 PLS3 FAT4 MTAP
KPNB1 COMP WDR1 RPS3 EEA1 PRDX6 LTBP3 NUTF2 CCT5 ENO3 KPRP PYGL DDX3X FAP CHD9
CCT3 KRT6B APOH PYGL DHX9 HIC2 ARPC4 CREG1 PFN1 F5 SHBG RPL32 FAM3C FGA B2M
TCP1 HSPG2 LAMC2 PYGB HSPA4 LGALSL BST2 SRCIN1 PRDX2 C5 RPS27A RPS2 NPM1 BRD9 CTPS1
RAN HBD SERPINC1 PCBP1 PSMB2 COL1A1 CD47 PSMC1 RAP1B C7 PSMB1 MASP1 MGAT1 CDH11 PHACTR4
CD9 ACTN1 COL6A3 PLTP EIF3A RPL32 SEPT8 ACE YWHAG FGB COL2A1 VASN ASPN MAPRE2 MORF4L2
SDCBP KRT8 MRC2 CCT7 DMBT1 CILP PSMC4 PCYOX1 YWHAH SERPINA7 COTL1 IGLL5 NPTX1 FBP2 PCOLCE2
CLIC1 HIST1H2AG CLEC11A SEPT7 GSTA1 NT5E LAP3 IL6ST CLIC1 PLAT COCH NUTF2 RRBP1 CLU COL3A1
ATP1A1 SERPIND1 PSMB3 TGFB2 ALPL MTHFD1 ACTR2 ARHGDIA VCP POSTN EPRS LAMA5 ACTR2 GPATCH8 PGM1
PTGFRN VTN HSP90AB2P PSMA3 CPVL SPP2 CDH11 RGS10 PRDX1 SERPINC1 CNTN1 RTCB NONO GSS PKHD1L1
PRDX2 HIST2H2AA3 CNTN1 PRPF19 RPL5 BANF1 SORD OTUB1 ITGB1 INADL MRC2 MTHFD1 PSMB9 XPO1 LAMB2
MFGE8 EEF1A1P5 VASP F13B SHBG RCC2 HNRNPL ADAMTSL2 YWHAQ ACTN1 ITIH4 LTBP3 HNRNPU TAP1 CSPP1
PFN1 HIST3H2A F13A1 KRT84 GALK1 ADSL HMCN2 FARSB PTGFRN CCT4 TNXB ERP44 HSPB1 CKB AP1B1
YWHAQ LUM EIF4A2 WARS NAP1L4 PARP1 NEO1 FAP YWHAB HIST2H2BF SERPINA10 MYBL2 OR2T2 SRSF3 AIMP1
ITGB1 C1QTNF3 PHGDH ADAMTS13 RARS RGN RPL27A SAR1A CD9 KRT8 RGN ANGPTL3 CAND1 WDR5 COL9A1
ANXA5 KRT5 HSP90B1 GLUL PSMC6 UGP2 NEK6 S100A12 RAB1A APOH FMOD SPP2 HSPA4 ACTR1B TXK
GNB1 KRT19 TUBB1 PCDH12 TIE1 CPNE3 LCAT CFHR1 RAB7A KRT17 CCT7 CPN1 PEPD RAB40C ADAMTSL2
TKT FAT2 CCT6A SVEP1 EIF2S3 PDIA3 TTLL10 PLEK CDC42 FGG COL18A1 HNRNPK TGFBI PSMB5 GSTA5
ANXA11 KRT7 GANAB RELN RNPEP NAPRT1 AHCYL2 PSMB7 TKT EFEMP1 BHMT CORO1A FARSB RGS10 VCAN
YWHAB IGF2R C9 ERP44 CAPZB QARS LTF C2 CP IGF2R DMBT1 OGN PTPN11 RPL5 CREG1
CDC42 HGF V-SRC ITGA7 BPGM CC2D1B MGAT2 PFKP F2 HIST3H2BB HRNR RPL18 ADM2 CTSC HRG
YWHAG PRIM2 RPS9 MAP3K5 PRSS35 CYFIP1 SLIT2 PALLD TG VWF CCT6A PTPRS CAPZB PSAP NCAM1
RAB1A PTK7 AP1M2 LDOC1L CPA6 NTN4 CPA1 PSMD1 C3 FLG2 RELN GDI1 SPTBN1 CCDC65 VAT1
TFRC KIF7 SORL1 LEFTY2 CAPZA2 IARS HUWE1 LPPR4 KRT1 CLEC11A ALDH9A1 GSTP1 GGH RPL13 PCMT1
ANXA6 PKP3 COL18A1 CPNE1 CELSR2 PNP DNM1L SEPT9 N4BP3 LPPR4 C17orf78 ZNF280A TMEM221 RPS11 CARM1
RAB7A FAM136A ARHGAP20 PLS3 CTSD MMP9 PLXDC2 CPPED1 JAKMIP3 CCDC19 LRRC9 DENND1A PCLO PTPN21 KCTD11
RAB14 SUN5 OXSR1 RRBP1 GLOD4 NFKBID PCYOX1L ANKRD18A TBC1D2 AHNAK COMMD7 CCDC6 SIK2 GLTSCR1 FDPS
BSG LRRC8D CCDC157 FKBP4 ANK2 B3GAT3 PEBP1 C1R WDR41 ABCA13 RPL8 WDR18 DCAF13 TUBG2 DBNL
RAB8A TRPC4AP ZNF726 APOM PCOLCE DPYSL2 RNF219 AMER2 RPTOR MPP6 TKTL1 TTLL10 VRK2 RPS18 LUZP1
PDCD6IP N/A GDAP2 FAM184A MIF CENPH AKR1B1 GART RANBP3L PPID PKN3 FTSJ3 PCSK6 LARS ABLIM1
RHOA MUC6 PLCE1 OIT3 A1BG MASP2 GFPT1 GARS BNIP3L AKR1B15 C12orf57 CFD SPPL2B PLXDC2 INA
C3 ATR PRKAA2 APOPT1 KIAA1462 CYP2F1 RAB10 MSH5 CYFIP2 CD46 STAB1 DUOX1 ALAS1 RAB10 PSMB2
TG PAX7 PRMT5 NRIP2 RAB11B EIF3CL HSPA9 TTR ARMC2 N4BP2 ZNF610 PSMC1 ITPR3 OR5H2 UNC45B
F2 FBLN7 XPO6 SCN1A GPX3 KCTD11 S100A11 S100A2 ELAVL3 BDP1 TXNDC16 POMK GARS EEF1B2 CAD
TBC1D4 PURG LGMN TTN PCNT KIT EIF6 COL21A1 TMOD1 PADI4 NPR2 ELK1 FBXO21 ARHGEF37 CACNA2D1
PRPS2 TXK WNK1 EVPL GSTA5 ITGA2 PLA2G7 H2AFY PSMB4 SATB2 EFEMP2 ARPC2 FANCI PRSS35 FAM179A
CCDC172 RPL28 FBXL22 CDH23 C6orf183 COL9A1 ASL GNS CEMIP ZCCHC11 GAS2L3 EIF2AK4 FHOD3 RNF219 IFIT1
POLR2A HIRA MYO9A PEPD PGM1 EML5 CAPS RTN3 ANKRD36C CNOT1 ARF4 USP8 FMO5 CPPED1 RPS6
DNMBP RAB11FIP4 ARPC5 FXR1 KRT34 CCDC102B PCNA CBS CCDC105 VN1R5 RPL4 PARD3 SLTM PKD2L2 SLC26A3
F9 TRRAP EEF1B2 SLC4A9 RPS16 NDUFS3 FGA HNRNPR SERPINA5 METTL21EP NBN PEBP1 PROS1 LAMA2 ZYX
MYO15A MYRFL APRT UBA2 MARS TSEN34 PSMD7 ANGPTL3 ZFYVE21 COPB1 BRWD3 HEXA C10orf71 NCAPG2 LRCH4
PRRC1 C17orf78 LRRC41 FHOD3 COLEC10 COPG1 CLIC4 MTAP DNAJB14 MRPL32 CTSD LMNA ACOT7 EVPL ARFIP2
TOR1B CHD7 IGF2BP3 RNGTT ELAVL3 CAPRIN2 GMPS CGN ZNF484 MACF1 MNT MUC13 SMC2 MYCN NANS
TMCO3 KPNA2 IPO9 SOX9 SLC9A3R2 NAA16 DDX3X COPB2 CYLD FER1L6 GANC CNN2 PCDHGC3 EIF3CL TTR
ATP2C2 ZNF610 RPL27 NPAS4 CORO1C SLC24A4 RPL23 C3orf62 TRMT1 HGF LGALS1 PRDX6 DDX39A HARS PSMC4
AKR1B15 SBF1 IGJ PPM1F RPA1 ASPN GPI COPS8 CALR TMEM87A TBC1D32 PSMC2 DSTN ARPC5 OR6M1
POLI TXNDC16 CCDC170 HS6ST1 POLR3A RECQL SMC1A RAB40C PRG4 ASL EIF5A2 VPS52 MAN2B1 NME2 ANKRD26
FMN2 VARS SLC34A2 MAPK12 TRAK1 OVGP1 NOTCH2 FAM105A FAM172BP PIK3C2G KIF4A KLRK1 S100A9 MOCS3 PANK4
DGKK ANKS3 STARD9 CCDC88A RAI14 HINT1 NPTX2 COL4A1 PNP HES2 NTN4 LGI2 WDR72 MED22 C1orf101
PCLO SHANK3 CHN1 SEMA3B SEMA5A COL15A1 CD59 EIF3F LRRC8D MAP2K5 GLOD4 PCYOX1L AKR1A1 ITGA2 USP26
SORT1 TENM2 DNAH1 COL6A2 IFITM1 GPM6A ANXA7 RPS25 PARP14 SIPA1L3 ILK RABGAP1 NUMA1 HINT1 SF3B1
DNAJB11 ARPC2 NANS IQSEC1 ASNS MB21D1 APOC2 HLA-A SPDYE6 OR5AS1 BIRC6 COPS5 CENPH TMEM63A RPS16
B4GALT5 CSRP1 CLUH UNC79 SEPT11 APOBEC3F MMAA EIF3I ANKRD34B XP32 BRD8
TAGLN NOA1 NEB PRPF19 PLOD3
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Proceso Biológico Nº de Genes Genes p valor
Organización de la matriz extracelular 10
TNC, FBN1, HSPG2, POSTN, NID1, NID2, AGRN, FBN2, 
THBS1, COL5A2 <0,001
Desestructuración de la matriz extracelular 6 A2M, GSN, FBN1, HSPG2, NID1, FBN2 <0,001
Adhesión celular 6 TNC, POSTN, MFGE8, NID2, THBS1, LOXL2 <0,001
Respuesta a estímulos mecánicos 3 TNC, POSTN, THBS1 0,002
Metabolismo retinoide 3 APOE, HSPG2, AGRN 0,002
Ruta celular Nº de Genes Genes p valor
Interacción receptor-MEC 5 TNC, HSPG2, AGRN, THBS1, COL5A2 <0,001
Adhesión focal 3 TNC, THBS1, COL5A2 0,027
Malaria 2 HBA1, THBS1 0,062
Ruta de señalización PI3K-Akt 3 TNC, THBS1, COL5A2 0,071
Control
Niveles normalizados miARNs (2-ΔCt)
miR-451a miR-142 miR-55745
C1 333,049 9,928 0,206
C2 2053,957 26,953 0,226
C3 955,470 14,757 0,223
C4 1026,370 13,931 0,276
C5 517,327 10,548 0,467
C6 219,985 27,764 0,760
C7 343,823 18,405 0,523
C8 298,005 40,843 0,111
C9 1356,983 14,840 0,143
C10 337,373 3,075 0,141
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 ANEXO 5. Listado de genes diana potencialmente bajo regulación del miR-451a y del miR-142-




ARHGEF3 CUX2 SOGA3 SEMA5A MAU2 LPP MAML1 CELSR1 UCK1 TTC21B PDZRN3 POFUT2 ZNF644
EVL STK4 LSS FAM168B SEC23IP SPPL3 TBX1 EREG PITPNB AEBP2 GDI1 OSR1 PTTG1IP
TBC1D9B PSMD11 SWAP70 CAB39 NKAIN2 DGCR14 FMNL3 OXCT1 BMP6 CSE1L ZNF460 CTNNBIP1 SLITRK1
RSF1 PDXK POU3F2 RMND5A SSU72 ADAM10 SMARCA2 SYS1 CBLN4 STOX2 YTHDF2 CPSF7 SPTB
PSMB8 BACH2 POU3F1 CDKN2D RNF217 SZRD1 ADARB1 NEDD9 WDFY2 SYNJ2 RPRM LENG8 TBX18
EGLN3 NIPA1 DGCR2 DISC1 KCTD10 BAK1 SETD5 DDX3Y TSC1 ZNF106 SAMD4B CERK FBLN5
CA5B ACADL TFCP2L1 PRR12 TRMT11 MEX3C CCND1 CXorf21 TRIM66 GRSF1 EIF2AK3 FAM91A1 FAM208B
CPD BCCIP IL6R AMZ1 ATRN SPOCK2 ADCY7 TTN RAB5A TNFSF15 ARPP19 MAP3K1 KLF13
ST8SIA4 ACADSB ATF2 GADL1 CYB561D1 PRICKLE2 USP46 ZIC3 CTDSP1 ASTN2 STC1 KLF11 OXTR
DCAF5 ANKRD52 MYOG CDKN2B MEOX2 AMMECR1L PLEKHG2 PMM2 CXCL16 AKTIP PCCB CELF2 RAB14
LSG1 PPARA RASGEF1A CMTM6 NRARP KIF24 LUZP2 LPIN1 NSMAF CPNE3 SPC25 YWHAZ C8orf22
SLC7A11 CRIP2 VANGL1 DBX2
miR-142-3p
FBXO3 ZBTB20 PSIP1 MAP3K11 MOB4 CALM1 LAMTOR3 MNS1 NR1D2 TMEM200B CUL5 KCNK6 FSTL4
DHX29 SLC22A23 FUT4 KMT2A KDM5C LANCL3 CD27 LIN7C WNT5A ZNF260 C22orf29 PEAK1 RAB3D
SLC20A2 SFRP4 PATZ1 LATS1 BCL2L1 MYH9 TLDC2 PPARA TMEM56 CUX1 ZNF395 LRRC8B TAB2
KRT72 OPA3 CDKL2 MLLT1 OGN ZNF547 EARS2 RAB12 HFE PLAG1 FGF23 GLTSCR1L LPP
RBM47 BTLA APC AFF1 LRRC32 ANKRD50 SOGA1 SERP1 PSRC1 TSC1 LMO3 RIMBP2 ERI2
AK5 VNN1 FUT1 MTMR7 KLF9 REXO2 AMER2 CHM CLCN5 RBM12 AHCYL2 IMPG1 MTUS1
TVP23A IBA57 MEF2C RAB35 PIP4K2B MYLK COPS7A ZNF84 PPP3CA DENND1B SOCS6 CISD2 LHCGR
ABCA1 MYBL1 MEF2D SGTB TBX15 CPNE8 SP4 OR51E2 PPP3R1 RASGRP1 CNIH4 QKI DRD1
ANO7 MMGT1 CELF3 RREB1 IKZF1 SLC39A10 KIAA1755 CHRNE ZFP90 IPO9 HMGA2 FZD3 CREB5
MXRA7 APOA5 BIRC3 WDR5B TWSG1 ZBTB41 SOX11 PCDHA9 CD302 KCTD12 SAMD12 TIGD6 LIFR
EHF ST6GALNAC3 XIAP MKLN1 ZFP36L2 TRIM6 RFWD3 CHMP5 PPP1R2 CCDC88A CYP1A2 ZDHHC11 DPYSL2
ABL2 SEC24A C17orf102 ATP2A2 OTX1 BACH2 NFIB ATF5 PPP1R3D PIANP LIN28A MMD DCUN1D4
IQGAP1 IER3 ZNF549 COX20 GAS2 ZNF451 RANBP17 HSPA1B CRYZL1 TRPS1 ZDHHC22 KSR2 FAM84A
COPS6 SLC1A3 CCL22 MCMBP TCEB3 MYO5A CD1D CHRNA3 PPP1R10 CHAC1 PTER PHF12 PSMB5
ACSL1 SLC1A2 SMUG1 CCDC88C BRCA2 KIAA2022 PLEKHA3 LCMT2 CLTA TRPC5 KCNA6 ZNF367 SRGAP1
C18orf54 ATXN1L WASL ATP1B1 PGPEP1 UBE2W PEA15 WDR37 GOLGA5 LRRC17 TBL1XR1 RBFOX2 LMAN1
BOD1 SLC5A3 MCC TMEM132E ASB7 CASK CCNT2 TAB3 HLA-DOA PIK3CG RBAK PALM2 CLOCK
ACSL4 EVC CNTNAP3B SLC30A9 OSBP RMND5B LRRC19 ZEB2 AMMECR1 AP3S2 AAGAB EP400 ZAK
CKAP4 ZNF460 CROT DHX33 ZEB1 TMEM140 LYRM2 EPM2AIP1 TAGAP MPP5 KLF4 IL27RA GOSR2
C10orf90 PCDH15 KAT7 TGM1 TCF7 PTAR1 NHSL1 BTBD3 CPM MBNL3 KCNA4 ALPK3 RGAG1
NANP GPR85 ARF4 TGFBR1 PATE1 SETBP1 GRM5 NKX2-3 ZCCHC5 HTR2C TKTL2 TBX4 LLGL2
TET3 SLC2A12 GABRA4 WDR20 TCF21 LMF1 PACRGL DAZAP2 CPE CTDSPL VAMP3 KLHL42 ABCD3
ACHE DPY19L4 TMTC1 LXN FNBP1L GRHL1 WWTR1 ATP6V1G3 CPD TSHZ1 STXBP4 RSF1 ZNF226
KLHL3 PROM1 SEMA6D SLC36A1 PI15 VPS53 MSI2 TNFRSF13C PGM1 ANKRD46 NSRP1 SLC37A3 ZNF229
C18orf25 CFLAR TBC1D13 TGFBI BMP4 OSBPL3 SPATA6L ZNF10 UTY MMAB FAM114A1 SLCO4C1 ZNF230
SLC6A4 UBE2Z GAB1 TGFB2 PAFAH1B2 NAGA NFYC SCRN1 UTRN H2AFV BRWD1 NUDT16 PSME4
SLC6A6 WNK3 C5orf24 SLC11A2 BMP3 ABHD11 HEATR5A CENPO KDM6A ELOVL6 B4GALT5 TAOK1 PGM2L1
BLOC1S6 CD84 AR SLC35F6 ZNF845 CACNA1D ZBTB10 KBTBD12 SOWAHB MOB1B RASGRF1 SEMA3D LAMP3
RAPH1 F2R NAV1 PNO1 STX7 PPP1R37 FAM19A2 LRRC59 FAM46A MPZL2 GPR137C MON2 ZNF217
NTN4 F9 FOXO1 TTC22 HMG20A CDCP1 C20orf194 PEX5L TUBB1 AMOTL1 ITPKB ONECUT2 ZNF641
PROSER2 ALDH1A2 NAV3 USP9Y TMED7 SMARCA5 SEMA3C ATG14 HAPLN1 TENM1 ZSWIM6 MARCKS CTTN
TNFSF10 HBS1L RPS6KA3 BACH1 TFG EPN1 CDH2 FNDC3A PBDC1 NR2C1 TARDBP C21orf91 DIP2A
SASH3 SIM1 ARL2 CLVS1 GABRG2 RNF141 PTPN23 R3HDM2 PFAS TSEN34 SLC25A22 S1PR3 LGALS8
CCDC3 ASAP2 ARL1 ZNF827 STRN3 RPRD1A CLIC4 PALD1 CERS6 SUCO ITPR3 NBPF3 SLC36A2
RBM27 KAT2B BRWD3 PIK3R6 PCGF3 FAM127B CDH6 SPRED1 FCRL3 SERPINB9 RP2 COL24A1 ZCCHC14
MORF4L1 CDK5R1 BTN3A2 MARCH1 NCK2 E2F7 SRP9 CFL2 PEX7 MEDAG ZNF605 SMG1 ZMYM2
KLHL15 SIKE1 ARNTL TJP1 P4HA1 NUDT11 FAT3 ZNF28 CRK TPM4 ZIC4 CSRNP2 RAB2A
FGF9 CLDN2 FLNC NTRK2 GABRB2 ADAM17 MYRIP GDE1 SOX6 DLGAP2 ITGB8 FOXR2 RGL2
LEMD1 STX12 CXCL9 PICALM GABRB3 ANO2 ATG16L1 ZNF33B IL6ST C15orf54 SEPT3 ZHX3 RAB1A
SREK1 SCN8A FLT1 TIMP3 ZNF765 TADA2A IPO7 INPP5F UGT2B7 KIF11 C5orf51 ATG5 FBXO28
ACVR2A MAP2 BTN2A1 PARPBP CASZ1 FAM169A YIPF6 LGR4 IL7R VAPB ZNF676 ARRDC3 RAB3A
FGF2 EIF5AL1 FMO2 ATP6V1A DST SYPL1 SLC38A4 PRLR PTBP3 RDX PDZD9 ROCK2 RAB3B
RAB11A SCN2B SLC33A1 ATP6V1E1 MRPS16 PDSS2 NECAP1 PROX1 UGT8 DMXL2 STAM RICTOR DMRTB1
EDAR CA5B REPS2 CHMP7 TMEM110 HDAC2 TIPARP SV2A HNRNPDL SPNS1 CCDC6 PSMD11 IPMK
PATL1 RNF24 POLR3A ZNF558 FAM208B CBL NEBL HMGA1 RNF126 RAB40C DYNC1LI2 TMEM170B SNX18
ZNF480 MARK3 ELOVL7 FKBP14 GABRR1 SYT4 UNC5C TRIM33 COL9A1 ZSWIM2 SYNRG SMYD4 KIAA1217
FOXF2 ATXN7 RND3 NSF GFRA1 ZC3H12B CDC6 HMGB1 PDE6B USP22 KL TMEM167A CYTH4
ZNF430 SLC7A11 AFF2 GHR PAX6 CPEB2 CDC5L ZIC3 EML4 BTNL9 GXYLT1 ZNF682 EIF5A
EDEM3 ZRANB1 MRFAP1 GOLGA4 GFI1 SYN2 SH2B1 ZNF689 UBE2H PELO KATNBL1 TMEM59 RAC1
MALT1 SCD OSMR GOLGA1 PBX1 TBL1X BOD1L2 KLF13 SLC30A6 SBF2 ITGAV PTGS2 MORF4L2
SNX3 BICC1 ARHGEF2 TSPAN6 CREB3L2 TXLNA TP53INP2 TLX1 EBF3 RHEB ITGA2 ARHGAP26 DKK2
PPARGC1A CLDN12 FNTB FAM102B TET2 LRRC1 ATG2B ST6GAL2 USH1C ASH1L FAM175A TBC1D2B LAMP2
ADCY9 ZCCHC24 CNTNAP3 SP8 BNC2 NFAM1 STAU1 PRR23B COL4A4 B3GNT5 IGDCC4 EBF1 CRTAM
PLEKHA1 AKAP11 UNC13C TNFRSF1B FZD7 PLXDC1 OXR1 ZNF620 SCUBE3 KIF5A MGAT4A TMEM181 AFF4
FKBP1A MZT1 CCNJ SIK1 LCA5 PPFIA1 PDE8B CSGALNACT2 FAM198B KIF5B ZNF618 PTGER3 TRIM25
ANKRD40 ARTN TMTC2 DGCR14 ACBD3 ATP6V0D2 DUSP19 PARD6B PCSK1 FAM177A1 NRXN1 PLA2G12A MANBAL
C16orf70 MAGEA8 DIDO1 ITPRIPL2 CALCOCO2 CELF2 MTMR9 TRIM66 FAM218A NUMBL WHAMM PTGER2 EGR2
ERBB4 HECTD2 ARL15 BACE2 CA7 CHMP1B PCTP XPO1 SLC30A7 DAG1 ARID5B CYP4F3 PLCB1
EREG ANK3 ACBD5 PGRMC2 SPRY3 OXNAD1 SS18 ELL2 PDE3A NETO2 NSFL1C TWF1 FREM2
SLC35F5 RNF8 ERMP1 GNAQ TEAD1 CNTN2 NR3C1 DENND6A SRSF12 SMCHD1 PPP1R14C LTBP2 SLC25A44
FAM127A PRND ADAMTS5 GNAS STAM2 ARHGEF26 KLHL20 HNF4G PDE4B ZNF479 RIPPLY3 DDX39B PTPRB
SGCD RAB39A PAPD7 ZFP91 NR6A1 HERC4 COPG1 PRKCA DIRC2 FAM160A1 VPS45 ERC1 SIK2
NPAS4 RASSF8 TMEM245 GNAZ UNKL TAF11 BCLAF1 TNRC18 EMB U2SURP RPE ADAMTS3 ANKS1A
ERG MAN1A1 HGS SH3GLB1 ZNF831 MAP4K3 SGMS1 XK CTNND1 FN3KRP ZNF644 USP31 KRT3
SGK1 CNNM1 FGD2 HECTD1 GBP1 ZNF532 CCDC141 FOXD4L6 BTBD7 TEX2 IRAK1 CDADC1 USP6NL
ORAI2 SEMA5A RERE GNB1 NUCKS1 NAP1L5 ZNF468 LRP1B PPP1R15B VANGL1 TMPRSS11D H6PD MRS2
ZNF808 ME1 KLHDC1 SULT4A1 SIDT1 ARL8B SCAF8 CHMP3 CSTF3 PARP8 FLVCR1 FYCO1 RHOJ
SH3BGRL PLXNA4 ZFHX3 GNB2 TMEM63C CEP192 HSD17B4 PRKAA2 PMAIP1 ANKRD11 PTCD2 HAUS3 RNF157
MTHFR ZMYND8 C16orf78 SEPSECS AGPS AKIRIN2 HSPA12A ZFR ATF7IP PIWIL1 SH3RF1 DOK6 PURB
ITSN1 BCO2 NUPR1 BHLHB9 PCMTD2 ENTPD1 ARFIP1 PRKAB2 FAM222B KCNJ10 NYAP2 PRRG1 ERVFRD-1
MVB12A PRUNE2 TMEM115 LRRC3B PELI1 ARHGAP12 RHOBTB3 HIP1 FAM13A CYP8B1 CRIPT SHISA9 LCOR
SNRNP48 BAZ1A MOCS1 TESK2 ZZZ3 ZNF518B LCLAT1 FBXO21 TBRG1 TMEM55B SHROOM3 ECM2 FMNL2
MTAP TMTC3 SLC16A6 COG4 CAPN6 SCARB2 ANKFY1 DOPEY1 NFATC2IP C9orf72 INPP5A RIMKLB PUM1
ESR1 ADAMTS6 THSD4 RUNDC1 MYH10 TNKS OCLN USP33 CXADR ARHGEF12 MGLL RAP1GAP2 FBXO45
TMEM229A CSRNP3 KDELR2 GM2A ZNF776 ASAP1 SYNJ2BP SAMD4A PKP1 RARG RLF DTNA MBD6




































Genes Genes p valor
Regulación positiva de la transcripción mediada por los 
promotores de la ARN polimerasa II
15 PPARA, KLF13, MAML1, TBX1, LPIN1, ZIC3, ATF2, MEOX2, 
OSR1, CDKN2B, POU3F2, MYOG, POU3F1, SMARCA2, BMP6
0,024
Regulación negativa de la transcripción mediada por los 
promotores de la ARN polimerasa II
13 PPARA, AEBP2, CCND1, BACH2, OSR1, NRARP, TFCP2L1, 
KLF11, CUX2, SMARCA2, TBX18, ATF2, BMP6
0,012
Regulación negativa de la proliferación celular 11 BAK1, ADARB1, CDKN2B, TSC1, EREG, KLF13, CDKN2D, 
KLF11, MYOG, SMARCA2, STK4
0,001
Cascada MAPK 6 EREG, PSMD11, MAP3K1, RASGEF1A, PSMB8, SPTB 0,058
Regulación positiva de la apoptosis 6 BAK1, ARHGEF3, PLEKHG2, KLF11, NSMAF, STK4 0,092
Especificación del patrón antero-posterior 5 CTNNBIP1, GRSF1, TBX1, CELSR1, ZIC3 0,003
Ruta de señalización de Wnt, vía de polaridad celular planar 5 VANGL1, PSMD11, PRICKLE2, CELSR1, PSMB8 0,006
Regulación de la estabilidad de los mARNs 5 YWHAZ, PSMD11, YTHDF2, PSMB8, SAMD4B 0,009
Regulación positiva de la fosforilación proteica 5 WDFY2, CCND1, AKTIP, TBX1, STK4 0,018
Arresto del ciclo celular 5 CDKN2B, TSC1, CDKN2D, RPRM, CAB39 0,026
Ruta celular Nº de Genes Genes p valor
Degradación de valina, leucina e isoleucina 3 ACADSB, OXCT1, PCCB 0,045
Ruta de señalización de AMPK 4 CCND1, TSC1, RAB14, CAB39 0,059
Ciclo celular 4 YWHAZ, CCND1, CDKN2B, CDKN2D 0,060
Carcinogénesis viral 5 BAK1, YWHAZ, CCND1, CDKN2B, ATF2 0,061
Ruta de señalización de FoxO 4 CCND1, CDKN2B, CDKN2D, STK4 0,073
Ruta de señalización de Wnt 4 CTNNBIP1, CCND1, VANGL1, PRICKLE2 0,078
Hepatitis B 4 YWHAZ, CCND1, MAP3K1, ATF2 0,0878
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Proceso Biológico Nº de Genes Genes p valor
Transcripción dependiente de ADN 130 MEF2C, MORF4L1, LMO3, MORF4L2, ZNF451, ZNF827, FOXO1, ZNF776, ZFP90… 0,005
Regulación de la transcripción dependiente de ADN 103 MEF2C, MORF4L1, LMO3, MORF4L2, ZNF827, FOXO4, ZNF776, RNF141, ZFP90… 0,006
Regulación positiva de la transcripción mediada por los 
promotores de la ARN pol II 82 MEF2C, BACH1, CCNT2, PPARA, E2F7, NR6A1, MORF4L2, PAX6, FOXO1, CASK… <0,001
Regulación negativa de la transcripción mediada por los 
promotores de la ARN pol II 52 BACH1, MEF2C, PPARA, XPO1, BACH2, FGF9, E2F7, NR6A1, PAX6, FOXO1, ZEB2… 0,023
Transcripción mediada por los promotores de la ARN pol II 50 CCNT2, BACH1, MEF2C, BACH2, PAX6, FOXO4, ZIC3, TARDBP, FOXF2, CREB3L2… <0,001
Regulación positiva de la transcripción dependiente de ADN 50 MEF2C, PPARA, RSF1, PAX6, FOXO1, LGR4, ZIC3, PICALM, ZFP90, FOXF2… <0,001
Regulación positiva de la atividad GTPasa 43 FGD2, SNX18, ARHGEF26, ERBB4, FGF9, RP2, ASAP2, CYTH4, ASAP1, ITSN1… 0,018
Transporte proteico 39 RAB3A, RAB3B, CHMP3, RAB3D, CHMP5, RP2, CHMP7, PTPN23, VPS53, SNX3… <0,001
Desarrollo de organismos multicelulares 38 WNT5A, TSHZ1, PAX6, EHF, SOX6, SPRY3, DIP2A, TNFRSF1B, FAT3, PIWIL1… 0,046
Regulación negativa de la proliferación celular 33 ERBB4, PTGS2, KMT2A, E2F7, ZEB1, FOXO4, TGFB2, FNTB, ALDH1A2, CUL5... 0,012
Regulación positiva de la expresión génica 30 MEF2C, KDM6A, FGF9, LRRC32, SLC6A4, PAX6, HFE, RDX, HSPA1B, SGMS1SOX11… <0,001
Transporte 28 SLC5A3, MYO5A, MOB4, GABRB3, SLC20A2, GABRB2, XK, ACBD5, ACBD3… 0,033
Transporte intracelular de proteínas 27 SNX18, XPO1, CLTA, SEC24A, STX7, STAM2, AP3S2, CTTN, RUNDC1, STX12… <0,001
Respuesta a fármacos 25 XPO1, DRD1, PTGS2, SLC6A4, ABCA1, PFAS, TGFB2, SLC1A2, MTHFR, ACSL1… 0,035
Transducción de señales mediadas por GTPasas pequeñas 24 RAB2A, ARL2, RHOJ, RAB3A, ARL1, RAB3B, RAB3D, RAB39A, RAB40C, ITSN1… 0,006
Regulación positiva de la apoptosis 24 BMP4, FGD2, HMGB1, BCLAF1, ARHGEF2, RARG, ZAK, ERBB4, PTGS2, FOXO1… 0,051
Cascada MAPK 21 MEF2C, LAMTOR3, ERBB4, KL, FGF9, ARTN, FGF23, ITPKB, MARK3, PSMB5… 0,068
Transporte de vesículas retículo endoplasmático-Golgi 20 RAB2A, DYNC1LI2, SEC24A, VAPB, LMF1, F9, LMAN1, WHAMM, RAB1A… <0,001
Proceso catabólico de proteínas dependiente de 
ubiquitinación mediada por el proteasoma 20 TBL1XR1, NSFL1C, UBE2H, EDEM3, ARNTL, PSMB5, RNF126, C18ORF25… 0,012
Guia de axones 17 WNT5A, CDK5R1, KIF5B, KIF5A, NTN4, PAX6, ARTN, NRXN1, DPYSL2, TGFB2… 0,010
Migración celular 17 ERG, CCDC88A, FLT1, ERBB4, USP9Y, PEAK1, CDH2, SDC4, RAB1A, TGFB2… 0,021
Ruta celular Nº de Genes Genes p valor
Rutas en cáncer 41 WNT5A, PTGS2, XIAP, FGF9, TFG, FOXO1, BCL2L1, TGFB2, RASGRP1, ITGAV… <0,001
Endocitosis 26 CLTA, CHMP3, CHMP5, STAM2, CHMP7, CYTH4, ASAP2, ASAP1, HSPA1B, SNX3… 0,001
Ruta de señalización PI3K-Akt 26 OSMR, FGF9, BCL2L1, IL7R, ITGB8, ITGAV, RAC1, CREB3L2, PRKAA2, FGF2, GHR… 0,084
Proteoglicanos en cáncer 24 PRKCA, WNT5A, PIK3CG, ERBB4, ROCK2, CBL, ESR1, ITGA2, RDX, FZD3… <0,001
Ruta de señalización MAPK 24 PRKCA, MEF2C, LAMTOR3, ZAK, TAOK1, FGF9, TGFBR1, PPP3R1, FGF23… 0,010
Ruta de señalización del calcio 21 PRKCA, ORAI2, DRD1, PTGER3, ERBB4, LHCGR, PPP3R1, ITPKB, ITPR3, GRM5… 0,001
Regulación del citoesqueleto de actina 19 PIK3CG, ROCK2, FGF9, ITGA2, FGF23, RDX, ARHGEF12, IQGAP1, ITGB8, ITGAV… 0,036
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ANEXO 8. Análisis de supervivencia según los niveles de cada proteína. Curvas Kaplan-Meier de 
supervivencia libre de progresión (izquierda) y supervivencia global (derecha) en la cohorte de 
45 pacientes de CPNM separados por tener niveles altos o bajos de la proteína TSP1 (A), APOE 















ANEXO 9. Análisis de riesgo proporcional de Cox de SG con parámetros clínicos y el efecto de 





















Parámetro evaluado Coeficiente de riesgo p valor
Tipo Histológico Adenocarcinoma 0,115 0,002
Tipo Histológico Otros 0,694 0,609
Estadio IV 4,544 0,020
GSN 1,334 0,456
Adenocarcinoma + GSN 2,918 0,101
Otros + GSN 0,574 0,406
miR-142-3p
Parámetro evaluado Coeficiente de riesgo p valor
Tipo Histológico Adenocarcinoma 0,135 0,001
Tipo Histológico Otros 0,8536 0,815
Estadio IV 4,053 0,023
miR-142-3p 1,230 0,538
Adenocarcinoma + miR-142-3p 1,763 0,290
Otros + miR-142-3p 52,311 0,035
ITIH2
Parámetro evaluado Coeficiente de riesgo p valor
Tipo Histológico Adenocarcinoma 0,076 <0,001
Tipo Histológico Otros 0,390 0,200
Estadio IV 7,045 0,003
ITIH2 0,681 0,273
Hombre + ITIH2 3,578 0,014
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Information from proteomics, microscopy, and structural 
biology are integrated to create structural models of 
exosomes, small vesicles released from cells. Three 
visualization methods are employed and compared: 2D 
painting of a cross section using traditional media, manual 
creation of a cross section using the mesoscale 2.5D digital 
painting software cellPAINT, and generation of a 3D atomic 




  Modeling of the molecular structure of cells is rapidly 
moving from an art into a science. A vast amount of data is 
being collected and made available: genomics and proteomics 
are providing accurate knowledge on all of the molecular 
players, structural biology is determining the form, function, 
and assembly of these molecules, and techniques of 
microscopy are revealing smaller and more detailed views of 
intact cellular systems. When combined with the rapid 
development of information and computing technology, the 
day when we can generate and visualize a molecular model of 
an entire cell is within reach. 
  As a step towards this ambitious goal, we have been 
developing methods for integrating diverse experimental data 
into comprehensible visualizations. We began with traditional 
scientific illustration to create visualizations for dissemination, 
outreach, and education, focusing on defined portions of living 
cells and their interactions with viruses (Goodsell, Franzen, et 
al. 2018). We have recently extended this work by developing 
cellPAINT, a digital painting program that assists in the 
creation of these types of subcellular landscape illustrations 
(Gardner et al. 2018). Building on this work, we are currently 
developing tools to create and visualize accurate 3D models of 
the molecular structure of cellular compartments and entire 
cells (Johnson et al. 2015). 
   As part of this work, we have used small, well-defined 
systems to test and apply new methods. Because the work is 
highly integrative, a wide variety of data must be gathered (or 
estimated) in order to generate a convincing model. Early 
illustrative work focused on well-studied systems, such as red 
blood cells and Escherichia coli (Goodsell 1992). For our 3D 
modeling work, we have used simpler systems, including HIV 
(Johnson et al. 2014) and mycoplasma bacteria (Goodsell, 
Autin, et al. 2018). 
  Exosomes provide an excellent test case for current 
mesoscale modeling methods. Sufficient proteomic, structural, 
and ultrastructural data are available to define a convincing 
model, however, there are still grey areas in this knowledge 
that may benefit from mesoscale modeling. Given their 
growing role in many disease states, many illustrations of 
exosomes have been created, ranging from simple schematics 
to highly rendered editorial and advertising imagery (an 
internet search of “exosome” will yield hundreds of 
examples). However, to our knowledge, no detailed 
integrative models of exosomes have been generated that are 
consistent with available data on scale and composition. In 
this report, we present the results of an internship project on 
the integrative modeling and visualization of exosomes using 




Figure 1 Cryo-electron micrograph of exosomes from prostate 
epithelial cells (prostasomes). Originally published in Journal 
of Cell Biology ©2013 (Raposo and Stoorvogel 2013). 
 
Exosome Biology 
  Exosomes are nanovesicles that are released by most cell 
types into blood, urine, saliva, breast milk, and other bodily 
fluids (Raposo and Stoorvogel 2013). For much of the 30 
years since their discovery, they have been described as 
garbage shuttles, but recent studies have revealed their role in 
cell communication and they are now seen as information 
shuttles (Huang-Doran et al. 2017). Exosomes are currently 
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the subject of intense study, since they are showing great 
promise for discovery of, for example, new approaches for 
cancer diagnosis and therapy (Barile and Vassalli 2017). 
   Exosomes have been reported to contain proteins, nucleic 
acids, lipids and metabolites, often enriched in specific 
molecules depending on the cell type and the environment 
surrounding the cells (Hessvik and Llorente 2018). For 
example, tumor-derived exosomes carry specific integrins to 
initiate the pre-metastatic niche (Hoshino et al. 2015) and 
induced pluripotent stem cells deliver ischemic-protective 
miRNAs to injured myocardium inside exosomes (Wang et al. 
2015). Exosomes from different sources are often selectively 
loaded with a particular set of molecules, however, several 
components are shared between all of them. The most 
commonly detected proteins are used as exosome markers. 
These include CD9, CD81, CD63 and ALIX (PDCD6IP), as 
tabulated in the list of exosome markers at ExoCarta 




Exosome Structure and Components 
Exosome Ultrastructure 
  Exosomes are surrounded by a single lipid bilayer 
membrane, with observed diameters ranging from 40 to 100 
nanometers, and similar microvesicles may be up to ~10 times 
this large (Raposo and Stoorvogel 2013). In cryoelectron 
micrographs (Figure 1), they show a roughly spherical shape, 
with a dense array of proteins extending from the surface and 
a clumpy, concentrated collection of soluble components in 
the interior. Early micrographic work observed a cup shape, 
but this has more recently been attributed to dehydration of the 
sample during preparation. 
 
Exosome Proteins 
  Many proteomics studies have been performed for exosomes 
under different conditions and disease states. We chose to 
model a generic exosome, without specific components of any 
disease or environmental condition, with 30 proteins that are 
identified across multiple studies (Appendix 1). This list 
includes 20 out of the 25 top proteins tabulated in the marker 
list at ExoCarta. Five of the top 25 proteins were judged to be 
potential artifacts: cytoskeletal proteins actin and clathrin, 
blood plasma proteins albumin and annexin A5, and annexin 
A2, which forms a complex with a protein not included in the 
list, S100A10/p11. Ten additional proteins were selected by 
manually compiling information from proteomic and review 
studies (Rashed et al. 2017, Kalra et al. 2016, Beach et al. 
2014, Mathivanan et al. 2010, Thery et al. 2002). 
  For each protein, we chose the most complete structure from 
the list of Protein Data Bank (PDB, http://www.rcsb.org) 
entries at UniProt (https://www.uniprot.org) and manually 
curated to determine the biological state of oligomerization. In 
several cases, a complete structure was not available in the 
PDB archive, so we used structures of individual domains and 
published reports to build an complete structure of the protein 
using the Python Molecular Viewer (Sanner 1999), as follows. 
TSG101 has a ubiquitin E2 variant domain followed by a 
coiled-coil region, however the oligomerization of this protein 
remains unclear: some studies indicate that a single subunit 
participates in the ESCRT-I complex (Morita et al. 2007) 
while others point to a homotetramer (White et al. 2017). We 
chose to treat it as a monomer in the exosome. We manually 
connected available structures of the two domains of HSP70 
based on (Stricher et al. 2013). The structure of CD81 was 
used to represent the three tetraspanins. Integrin was modeled 
from structures of the extracellular domain, single-pass 
transmembrane segment and short cytosolic tail based on (Lau 
et al. 2009). The transmembrane domains of HLA1 (human 
leukocyte antigen-1) and HLA2 were modeled based on the 
length of the chains annotated in UniProt. Glycosylation was 
added when indicated in UniProt using the Glycoprotein 
Builder (http://glycam.org) followed by manual repositioning 
to resolve clashes. 
 
Exosome Nucleic Acids 
  Double-stranded DNA, mRNA, and miRNA have been 
detected in exosomes (Willms et al. 2018, Cai et al. 2016). 
The length of DNA fragments loaded into exosomes shows a 
wide range, from 35 to 17,000 base pairs, with an enrichment 
of the larger sizes from 6,000 to 17,000 base pairs. In addition, 
most studies find that these DNA fragments span all 
chromosomes. In the current model, we built a 10,000 base 
pair double-stranded DNA by repeating the structure of short 
oligonucleotide (PDB entry 6bna). Exosomal mRNA is 
typically small and heterogeneous, <200 nucleotides 
(Palanisamy et al. 2010), and was built using the single-
stranded region of tmRNA (PDB entry 3iz4). Exosomes also 
contain miRNA, possibly in complex with argonaute proteins, 
which are currently the subject of intensive research because 
of their connections to cancer biology (Zhang et al. 2015). We 
used the structure of the pre-miR21 apical loop (PDB entry 
5uzt) and the structure of argonaute2 bound to a guide RNA 
(PDB entry 4w5n).  
  
Blood Plasma Proteins 
  Abundant information is available for blood plasma, 
presumably because it has historically been amenable for 
study. We included the 11 most abundant proteins (Appendix 
2), with plasma concentration higher than 7 millimolar (Chan 
et al. 2004)—at this concentration, we would expect to have at 
least one copy present in the plasma volume represented in the 
model. In addition, we included miRNA in an argonaute2-
miRNA complex, since there is some controversy about 
presence of miRNA in plasma (Gallo et al. 2012, Arroyo et al. 
2011). Structures for blood plasma components were based on 
previous work with cellPAINT (Gardner et al. 2018) and low 
density lipoprotein structure was based on a cryo-electron 
study (entry EMD-5239 at http://www.emdatabank.org). 
  
Concentrations 
Information on absolute concentration of molecules in cells is 
typically the most difficult information to find in this type of 
integrative study. While a number of proteomics study have 
been done on exosomes, quantitative results are difficult to 
access and often contradictory. Furthermore, the quantification 
of exosomes is still an active field of research (Koritzinsky et 
al. 2017), and protein abundance is often variable among 
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originating cell types (Yoshioka et al. 2013). This variation is 
currently the topic of intense study, due to its potential use for 
identifying cancer markers (Li et al. 2017). 
  As a result, we were unable to find comprehensive 
information on exosome protein concentration. At early stages 
of the project, when we were developing a conceptual model 
for use in a painting, we took a qualitative approach, 
estimating concentrations using entries from Exocarta. As the 
project matured, we used a more quantitative two-step 
approach for the 2.5D and 3D models: (1) we started with the 
concentration as in the donor cell, and (2) modified individual 
concentrations based on published reports of enrichment in 
exosomes. This is described in more detail below. 
  Platelets are the major source of exosomes in plasma 
(Aatonen et al. 2014), so we based our model on a quantitative 
proteomic study of platelet (Burkhart et al. 2012). This study 
reports a copy number per platelet cell. We assumed a volume 
of 9.7 femtoliter for the platelet, calculated molar 
concentrations for soluble components and area-based 
densities for membrane-bound components, and calculated 
initial copy numbers for an exosome of 100 nanometer 
diameter (Appendix 1). These initial values were doubled to 
bring the overall concentration to values similar to the typical 
range of concentrations in eukaryotic cytoplasm, justified by 
the observation in the proteomics study that “absolute 
quantification based on spectral counting can suffer from 
errors up to 200 percent in individual cases” (Burkhart et al. 
2012). These platelet concentrations were used in our model 
for transcription factors (EEF1A1 and EEF2), enzymes 
(enolase, pyruvate kinase, lactate dehydrogenase, GAPDH, 
etc.), two adapter proteins (YWHAZ and YWHAE), and G-
protein. 
  We then applied an enrichment factor for proteins known to 
be enriched in exosomes: six-fold enrichment for HSPA8 
(Faught et al. 2017), HSP90 at seven times more than HSPA8 
(Clayton et al. 2005), 124-fold enrichment for tetraspanins 
CD9 and CD81 and seven-fold for CD63 (Escola et al. 1998). 
ESCRT-family proteins (PDCD6IP and TSG101) and 
rab7/rab5 proteins work with tetraspanins for intracellular 
trafficking and are commonly seen at high levels in 
proteomics (Tauro et al. 2012), so we applied an arbitrary 
enrichment factor of 20 for them. In addition, we collocated 
the tetraspanins and syntenin in the exosome models, since 
tetraspanins form microdomains that interact with syntenin 
(Latysheva et al. 2006). We were unable to find specific 
information about HLA2, so we set the concentration equal to 
that of HLA1, and enrichment values of eight for HLA2 and 
two for HLA1 (Escola et al. 1998). The concentration of 
argonaute2 was set equal to that of PDCD6IP, as both are 
implicated in miRNA packaging in exosomes (Iavello et al. 
2016). 
   As noted in a recent review (Koritzinsky et al. 2017), the 
nucleic acid content of exosomes is highly heterogeneous. 
Concentrations of specific miRNA differ by orders of 
magnitude, from about 0.00001 to 10 molecules per vesicle. In 
the current work, the abundance of mRNA and miRNA was 
arbitrarily set to the average value of the soluble proteins and 
one DNA strand was included per vesicle. Similarly to 
previous work (Gardner et al. 2018), concentrations of blood 
plasma components were based on proteomic studies (Chan et 
al. 2004). 
  These concentrations and membrane densities may be used 
directly for defining 3D models. In the 2.5D representations, 
the visualizations are typically partitioned into a foreground 
layer and two or more background layers. For these, we define 
a thickness of 10 nanometers for each layer, calculate the 
number of molecules that would fall within this volume, then 
distribute them within the layer. 
 
Results 
Structural Representation: Art and Science 
  One of our goals in this study is to explore and contrast 
different modes of creating mesoscale visualizations. 
Modeling approaches, which are often used in research 
applications, seek to incorporate as much of the available data 
as possible into the resultant model and visual representation, 
providing the ability to explore specific hypotheses about the 
relationship of structure with function. Illustrative approaches, 
on the other hand, are often used for dissemination, education 
and outreach, and may allow more room for artistic license, 
with the goal of creating a visual representation that is 
intuitive and comprehensible to a wide audience. 
 
 
Figure 2 Development of protein representations. The atomic 
structure, surface representation, and hand-drawn image are 
shown for integrin (top) and HSP90 (bottom). 
 
As a first step, we explored the representation of the 
components of exosomes and blood plasma, to define the 
players that will be used to build a scene (Figure 2). In each 
case, 3D models were built directly from atomic structures, 
and we generated images of full atomic models as well as 
smoothed models that are appropriate when depicting entire 
mesoscale scenes. Using these models, we searched for iconic 
views that reflect the shape and function of the molecules. 
These iconic views were manually chosen with several 
(occasionally conflicting) goals in mind. They may highlight 
the symmetry of a complex, making it easy to see how 
individual subunits interact (as in HSP90). They may highlight 
functional features of the molecule (as with binding clefts on 
the two domains of HSP70). The view may be constrained by 
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how it interacts with other features of the environment (as in 
the placement of all membrane-bound proteins approximately 




Figure 3 Proteins included in the visualizations. Blood plasma 
proteins are at the top, exosome membrane proteins at the 
center, and exosome lumen proteins at the bottom. 
   
  Once the viewing perspective was chosen, we based hand-
drawn images on the surface representation of the structure 
and at proper scale (Figure 3). The aim of the visual 
representation of the proteins is simplify the structure to make 
it more comprehensible and recognizable when embedded in a 
complex scene. To this end, we incorporated several 
conventions into these drawings. Flat colors and outlines 
provide a familiar style similar to cartoons we see throughout 
the popular media. In several cases, additional gesture lines 
are added to relate the structures to features often used in 
diagrams, for example, lines were added to tetraspanins to 
show the multiple crossings of the chain across the membrane. 
  
Hand-Rendered Illustration 
  We created a hand-rendered illustration (Figure 4) using our 
previously reported watercolor technique (Goodsell 2016). As 
in previous work, this illustration incorporates many modes of 
artistic license to improve the readability of the scene. For 
example, we use only standard views for molecule, so, for 
instance, all antibodies in the blood plasma are seen with their 
iconic Y-shape. The entire cross-sectional scene shows only a 
shallow slice through the environment, with sharp depth 
cueing to enhance spatial relationships and choosing a 
clipping plane that intersects the vesicles at their center, 
allowing intuitive understanding of the shape of the vesicle.  
 
 
Figure 4 Watercolor illustration of three circulating exosomes 
(2018, Julia Jiménez). The exosome on the right has a 
diameter of 100 nanometers. 
 
  
Figure 5 CellPAINT illustration of the scene depicted in 
Figure 4. 
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For the overall layout of the model, we chose to represent 
three circulating exosomes with diameters of 50, 100 and 140 
nanometers. The 100 nanometer exosome, which is the size of 
a “typical” exosome, was placed in the most visually 
prominent position. The coloring scheme was chosen to 
enhance the different compartments, with warm colors for the 
exosome lumen to highlight the main characters in the scene. 
 
CellPAINT 2.5D Digital Illustration 
  CellPAINT allows users to create similar illustrations using 
an interface akin to a paint program, providing a menu of 
molecules and membranes that may be added into a cross-
sectional view of a cellular scene (Gardner et al. 2018). As 
with the painting, only a thin slice of the scene is visible, with 
a bright foreground layer and several background layers 
progressively obscured with distance-dependent depth cueing 
to black. In the current work, CellPAINT was modified to 
incorporate the molecular images from Figure 3 into the 





Figure 6 CellPAINT illustrations of a typical exosome (left) 
and a therapeutic exoCAT, with catalase molecules in green 
(right). 
 
 The great advantage of cellPAINT is that these digital scenes 
may be produced rapidly, sketching a variety of hypotheses. 
For example, Figure 5 shows a scene based on the watercolor 
painting, but generated in an hour or so. The two illustrations 
in Figure 6 show the results of a recent study using engineered 
exosomes for treatment of Parkinson’s disease (Haney et al. 
2015). In the study, native exosomes from macrophages, 
which show a diameter of about 100 nanometers, were mixed 
with a solution of catalase and extruded several times through 
small pores in an Avanti Lipids Extruder. This causes 
breakage and reformation of slightly larger exosomes (155 
nanometers diameter) loaded with catalase, and presumably 
also losing most of the native exosome interior contents in the 
process. These loaded “exoCAT” exosomes then provide an 
effective mode of delivery of the therapeutic catalase across 
the blood-brain barrier and to target neural and vascular cells. 
These illustrations required 5 to 10 minutes to produce and 
thus may be easily updated as new research results are 
obtained. 
 
CellPACK 3D Model 
  Detailed 3D models were created using cellPACK (Figure 7) 
(Klein et al. 2018). CellPACK builds stochastic 3D models 
based on a recipe that defines structures, locations, and 
concentrations of molecular components randomly distributed 
within a scene composed of membrane-bounded 
compartments. The exosome recipe includes a spherical 
exosome membrane with diameter of 100 nanometers, and 
molecular parameters for the blood plasma, exosome 
membrane and exosome lumen based on the information 
included in Appendices 1 and 2. 
 
 
Figure 7 3D model of an exosome. (Top) Cross-section of the 
exosome surrounded by blood plasma, with proteins in smooth 
surfaces. (Bottom) Isolated exosome with one quadrant of 
membrane removed to reveal the cargo molecules inside. 
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  One of our goals of this work is to explore the dialog 
between art and science in our ongoing mesoscale modeling 
work. We are currently using three approaches: traditional 
illustrations of cross-sectional views, illustrations created 
digitally with cellPAINT, and visualization of full 3D models 
from cellPACK. Our insights from this study are best 
understood in the context of different communities of end 
users of the results, in research and in education. 
  In a research setting, this study followed a course that we 
have used in past studies on HIV and mycoplasmas. The 
artistic approaches, using watercolor and cellPAINT, are 
useful for gathering data, to help crystallize an integrated view 
and identify potential problems and gray areas. An artistic 
approach allows freedom to explore possibilities, sketching in 
approximations when needed and defining the areas that need 
exploration when moving to the rigor of detailed 3D 
modeling. The artistic approach also provides many insights 
that may be employed to aid interpretability when moving on 
to 3D visualizations. In turn, 3D models bring added levels of 
rigor to the artistic approaches. Methods like cellPAINT 
bridge the two approaches, allowing facile creation of new 
illustrations based on insights from the research with models. 
   In dissemination, outreach and education settings, we also 
have experienced a robust dialog between illustrative and 
modeling approaches. In general, the 2D and 2.5D illustrations 
are more comprehensible than visualizations of the 3D 
models, which may be due to the extensive use of artistic 
license to enhance both shape recognition of individual 
components and their spatial relationships in the scene. We 
fully expect that 2D and 2.5D illustrations will be essential in 
the dissemination of our work on exosomes, for use in 
introductory material to give viewers the context of results. 
Then, once the general context is understood, more complex 
visualizations of 3D models may be presented to delve deeply 
into the science. 
  
Accessibility of Mesoscale Methodology 
 This report presents the results of a proof-of-principle study, 
where methods were applied and evaluated by a single student 
(JJ) during a two-month summer internship at the Scripps 
Research Institute. Building on an informal foundation of 
artistic practice and based on her graduate research project 
focusing on experimental study of exosomes in cancer, she 
was able to research, plan, and render the watercolor 
illustration in this time, and to use the integrated information 
to create visualizations within the existing cellPAINT and 
cellPACK software suite. This underscores the growing 
accessibility of mesoscale techniques, both for creation of 
explanatory imagery and for detailed mesoscale modeling in 
research. We are currently expanding the functionality of both 
cellPACK and cellPAINT to make them more general and 
more accessible, and plan to do a more comprehensive user 
study to identify current needs of the research and education 
community, address these needs in our software development, 
and assess the utility of the resulting methods. The exosome 
version of cellPAINT, as well as a version tailored for creation 
of scenes with HIV-1, blood plasma, and a cell surface, is 
available at http://cellpaint.scripps.edu. More information on 
the entire cellPACK suite of programs is available at 
http://ccsb.scripps.edu/cellpack. 
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Appendix 1. Exosome Proteins 
 
Name Description UniProt 
ID 





     
HSP90 Heat Shock Protein P07900 
P08238 
2cg9 86 Heterotetramer 
HSPA8 Heat Shock Cognate 
71 kD Protein 
P11142 1dkz, 3hsc 30 Monomer 
ENO1 Enolase P06733 2psn 5 Homodimer 
PKM Pyruvate Kinase P14618 1t5a 2 Homotetramer 
LDHA L-lactate 
Dehydrogenase 




P04075 5ky6 3 Homotetramer 
PGK1 Phosphoglycerate 
Kinase 1 
P00558 5m1r 4 Monomer 




P04406 4wnc 3 Homotetramer 
PPIA Peptidyl-prolyl cis-
trans Isomerase A 
P62937 5noq 11 Monomer 





Q99816 3obs, 3iv1 8 Monomer or 
Homotetramer 
EIF2C2 Protein Argonaute-2 Q9UKV8 4w5n 23 Monomer 
SDCBP Syntenin-1 O00560 1n99 1 Monomer or 
Homodimer 
YWHAZ 14-3-3 Protein 
zeta/delta 
P63104 1qja 10 Homodimer or 
Heterodimer 
YWHAE 14-3-3 Protein 
epsilon 
P62258 2br9 7 Homodimer or 
Heterodimer 
EEF1A1 Elongation Factor 1-
alpha 1 
P68104 1dg1 1 Homodimer 




     
CD63 CD63 Tetraspanin P08962 (5tcx) 59 Monomer 
CD81 CD81 Tetraspanin P60033 5tcx 355 Monomer 
CD9 CD9 Tetraspanin P21926 (5tcx) 281 Monomer 





RAB5A Ras-related Protein P20339 1n6h 18 Monomer 
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RAB7A Ras-related Protein 
Rab-7A 






1gg2 72 Heterotrimer 
HLAI Human Leukocyte 
Antigen Class I 
P03989 
P61769 
1hsa 7 Heterodimer 
HLA2 Human Leukocyte 
Antigen Class II 
P01903 
P04229 
1dlh 28 Heterodimer 
 
 (1) Values are those used for the 3D CellPACK model, estimated for an exosome with diameter of 100 nm. 
 
Appendix 2. Blood Plasma Proteins  
  
Name Description UniProt 
ID 





ALB Serum Albumin P02768 1e7i 640. Monomer 
TF Serotransferrin P02787 3v83,chain A 42. Monomer 
IgG Immunoglobulin P01857 
P0DOX7/8 
2ig2, 1fc2 53.-120. Heterooligomer 
IgA Immunoglobulin  P01876 
P0DOX7/8 
(2ig2, 1fc2) 2.8-14.1 Heterooligomer 
IgM Immunoglobulin P01871 
P0DOX7/8 
2rcj 0.60-2.6 Heterooligomer 
Fibrinogen Fibrinogen P02671 
P02675 
1m1j 7.2 Heterotetramer 
SERPINA1 Alpha-1-
antitrypsin 
P01009 1psi 39. Monomer 
HP Haptoglobin P00738 4x0l 3.8 Heterotetramer 
HPX Hemopexin P02790 1qjs 65. Monomer 
HDL High Density 
Lipoprotein 
P02647 2msc, chains 
A,C 
23.2 Heterooligomer 
LDL Low Density 
Lipoprotein 
P04114 (EMD-5239) 1.-3. Heterooligomer 
EIF2C2 Protein 
Argonaute-2 
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Abstract 
One of the major limitations associated with platinum use is the resistance that almost invariably develops in 
different tumor types. In the current study, we sought to identify epigenetically regulated microRNAs as novel 
biomarkers of platinum resistance in lung and ovarian cancers, the ones with highest ratios of associated 
chemo-resistance.  
Methods: We combined transcriptomic data from microRNA and mRNA under the influence of an 
epigenetic reactivation treatment in a panel of four paired cisplatin -sensitive and -resistant cell lines, followed 
by real-time expression and epigenetic validations for accurate candidate selection in 19 human cancer cell 
lines. To identify specific candidate genes under miRNA regulation, we assembled “in silico” miRNAs and 
mRNAs sequences by using ten different algorithms followed by qRT-PCR validation. Functional assays of 
site-directed mutagenesis and luciferase activity, miRNAs precursor overexpression, silencing by antago-miR 
and cell viability were performed to confirm their specificity in gene regulation. Results were further explored 
in 187 primary samples obtained from ovarian tumors and controls. 
Results: We identified 4 candidates, miR-7, miR-132, miR-335 and miR-148a, which deregulation seems to be 
a common event in the development of resistance to cisplatin in both tumor types. miR-7 presented specific 
methylation in resistant cell lines, and was associated with poorer prognosis in ovarian cancer patients. Our 
experimental results strongly support the direct regulation of MAFG through miR-7 and their involvement in 
the development of CDDP resistance in human tumor cells. 
Conclusion: The basal methylation status of miR-7 before treatment may be a potential clinical epigenetic 
biomarker, predictor of the chemotherapy outcome to CDDP in ovarian cancer patients. To the best of our 
knowledge, this is the first report linking the regulation of MAFG by miRNA-7 and its role in chemotherapy 
response to CDDP. Furthermore, this data highlights the possible role of MAFG as a novel therapeutic target 
for platinum resistant tumors. 










Platinum-based chemotherapy, in combination 
with other anticancer drugs, is one of the most potent 
and widely used chemotherapeutic treatments. 
Platinum analogues display clinical activity against a 
broad spectrum of malignancies, including testis, 
ovary, head, neck and lung cancers. However, one of 
the major limitations of the use of platinum-based 
chemotherapy is that the disease almost invariably 
progresses to a platinum-resistant state, primarily in 
lung and ovarian cancers [1, 2]. In fact, it is common to 
find many studies enclosing both pathologies from 
researchers working in the field of drug-resistance 
[3-6]. A number of events have been proposed to 
explain the phenomenon of cisplatin resistance in 
cancer, including alterations in the epigenetic 
regulatory machinery, such as the silencing of gene 
expression through promoter methylation [7, 8]. This 
process has been also reported in the silencing of 
regulatory regions of tumor suppressor microRNAs 
(miRNAs), thereby increasing the expression of their 
target genes in cancer [9]. In fact, miRNAs are the 
most recently discovered mechanism of epigenetic 
inheritance that acting with messenger RNA can alter 
gene expression status [10]. miRNAs were first related 
to cancer in 2002; those that were downregulated 
were defined as tumor suppressor miRNAs, such as 
the miR-15a/16-1 cluster in chronic lymphocytic 
leukemia [11]. The gain or loss of these miRNAs can 
increase or decrease the activity of several signaling 
pathways in cancer cells [12]. For instance, a number 
of miRNAs are regulated by c-MYC, an oncogene that 
codes for a transcription factor involved in cancer and 
regulates processes such as cell cycle progression 
(miR-17, let-7), inhibition of apoptosis (miR-19a, 
miR-26a) and metastasis (miR-9) [13]. Moreover, 
miRNAs can regulate the action of 
DNA-methyltransferases, which has been associated 
with tumorigenesis in mice injected with lung cancer 
cell lines [14]. DNA methylation is one of the 
epigenetic regulators of miRNA expression and 
therefore, might be also responsible for the 
development of resistance to chemotherapy. The 
silencing though DNA methylation can be reverted by 
combination of demethylating drugs and histone 
deacetylase (HDAC) inhibitors such as 5 
Aza-2deoxycytidine (5Aza-dC) and Trichostatine A 
(TSA). Both drugs act in synergy by depleting 
methyltransferase activity [15] and reversing the 
formation of transcriptionally repressive chromatin 
structure [16], Strategy previously described in many 
tumor types [17, 18]. However, our understanding of 
the regulation of miRNA expression and their role in 
chemoresistance is still poor [19]. In this study, we 
aimed to gain insight into the role of miRNA 
epigenetic regulation by DNA methylation over the 
response to cisplatin in cancer. We compared the 
global miRNA and mRNA expression profiles 
between sensitive/resistant-paired cancer cell lines 
under reactivation treatment and we analyzed 
whether those changes were due to DNA 
hypermethylation by further functional validation in 
different cell lines and cohorts of ovarian cancer 
patients.  
Materials and Methods 
Cell culture, treatments and viability to CDDP  
Fifteen human cancer cell lines were purchased 
from ATCC (Manassas, VA) or ECACC 
(Sigma-Aldrich, Spain) and cultured as 
recommended. The CDDP-resistant variants A2780R 
and OVCAR3R were selected after a final exposure to 
0.5 and 0.05 μg/ml cisplatin, respectively (Farma 
Ferrer, Spain), as previously described for H23R and 
H460R variants [20]. The additional 11 human cell 
lines, PC-3, LNCAP, H727, HT29, A549, BT474, LoVo, 
IMIM-PC-2, SKOV3, SW780 and IMR90, were used for 
further validations. For viability assays cells were 
treated with increasing doses of CDDP as described 
[21]. The epigenetic reactivation drugs 
5Aza-2deoxycytidine (5Aza-dC) and trichostatin A 
(TSA) (Sigma-Aldrich, Spain) were used at 5µM and 
at 300nM respectively as described [22]. Cell 
authentication and treatments are described in 
Supplementary Material and Methods and 
Supplementary Table 1. 
Clinical sample and data collection  
Formalin-Fixed Paraffin embedded (FFPE) and 
fresh-frozen ovarian cancer samples were collected 
from untreated patients and associated clinical data 
were obtained from Hospital Parc de Salut Mar (83 
patients) and Biobank of IDIS-CHUS-HULP (55 
patients) representing the most frequent ovarian 
cancer subtypes; all the patients underwent 
chemotherapy treatment after sample collection. 
Seven patients were also selected from stage III/IV 
patients from Hospital Madrid Clara Campal with a 
platinum treatment response classified as refractory 
or resistant. In addition, 22 high-grade serous 
carcinoma (HGSOC), were obtained from the 
National Cancer Research Centre (CNIO) biobank in 
collaboration with Dr. J. Benitez, from a previously 
reported cohort of patients [23]. We also collected 10 





normal ovarian samples from patients who had 
undergone a sex reassignment surgery or tubal 
ligation and 10 peripheral blood mononuclear cells 
(PBMCs) to discard genomic imprinting. Follow-up 
was conducted according to the criteria of the medical 
oncology divisions from each institution. All the 
samples were processed following the standard 
operating procedures with the appropriate approval 
of the Human Research Ethics Committees at each 
contributing center, including informed consent 
within the context of research. Clinical, pathological 
and therapeutic data were recorded by an 
independent observer, and a blind statistical analysis 
was performed on these data. 
RNA extraction and miRNA/mRNA array 
preprocessing 
RNA extraction, assessment of quality and 
hybridization into Agilent platforms for microRNA 
and mRNA microarrays and data normalization is 
deeply described in Supplementary Materials and 
Methods. The criteria used for filtering the 
miRNA/mRNA data were according to the packages 
recommended by Agilent, and were analyzed by two 
independent bioinformaticians. miRNA/mRNA 
experiments had an average expression over the 20th 
percentile of all average expressions and changed 
across the different conditions (i.e. with a coefficient 
of variation [CV] >5% across all samples). Global data 
were combined to identify those miRNAs, with 
inhibited expression after cisplatin treatment that 
were re-expressed after epigenetic reactivation, 
together with those genes that have in silico mRNA 
complementary sequences and opposite expression. 
Genes were considered as targets if selected with at 
least one of the 10 methods described by Alexiou et al 
[24]. For the inverse expression profiles, only those 
pairs (miRNA, gene) with a negative Spearman 
correlation coefficient and a p-value for this 
correlation <0.1 were considered as potential targets. 
The databases GeneCard (http://www.genecards. 
org) miRBase (www.mirbase.org), mirwalk 
(www.umm.uni-heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk) 
and Web gestalt (www.bioinfo.vanderbilt.edu/ 
webgestalt) were used for bioinformatics analysis 
[25-27]. (GEO reference: GSE84201). 
RNA isolation and quantitative RT-PCR 
Total RNA was retrotranscribed and quantitative 
RT-PCR analysis were performed as previously 
described [20, 22]. Samples were analyzed in triplicate 
using the HT7900Real-Time PCR system (Applied 
Biosystems, USA), and relative expression levels were 
calculated according to the comparative threshold 
cycle method (2-ΔΔCt) using RNU48 or RNU6B as an 
endogenous control miRNAs and GADPH or β-actin 
as an endogenous control genes. Primers and probes 
for expression analysis were purchased from Applied 
Biosystems. miRNAs probes are detailed in 
Supplementary Table 2. Probes for gene expression 
are as follows: MAFG: Hs 01034678_g1; ELK1: Hs 
00901847_m1; MAPKAP1: Hs 01118091_m1; ABCA1: 
Hs 01059118_m1; GADPH: Hs03929097_g1; β-actin: 
Hs99999903_m1. Data are presented as the “change of 
expression in number of times” (Log10-RQ) and the 
error bars are expressed as the maximum estimate 
(RQmax) and the minimum estimate (RQmin) 
expression levels, representing the standard deviation 
of the average expression level RQ. miRNAs from 
human HEK-293T cell line were isolated using the 
miRNeasy kit (Quiagen, USA) and miR-7 expression 
analysis was carried out as described before, using 
RNU48 as endogenous control and the experimental 
groups transfected with 3’-UTR plasmid control and 
miR-NC as calibrators. 
Site-directed mutagenesis assay 
The full length MAFG-3’-UTR sequence 
(NM_002359.3 OriGene, USA) was used as a template 
to generate the mutants MAFG 3´UTR. Two different 
regions were identified by more than six 
bioinformatical algorithms as seed region of miR-7 
binding site. Seven nucleotides within each seed 
region were mutated. Site-directed mutagenesis was 
carried out with QuikChange lightning site-directed 
mutagenesis kit (Stratagene, USA) according to the 
manufacturer’s instructions. The presence of both 
mutated seed regions and the integrity of the 
remaining MAFG 3ÚTR sequence of all constructs 
were validated by Sanger sequencing. The primers 
designed to introduce mutations were for Region2: 
Fw-5’-caagtaaaccatgatatatagtgctacttccaccttaactttgcc-3’; 
Rv-5’-ggcaaagttaaggtggaagtagcactatatatcatggtttacttg-
3’; and for Region8: Fw-5’-ggccaagcgttccctggcc 
agtgctatctggcctcagctttgttc-3’, Rv-5’-gaacaaagctgaggcc 
agatagcactggccagggaacgcttggcc-3’. 
Cell Transfection and lentiviral transduction  
miR-7 overexpression and silencing: Cell lines 
were seeded at 500,000 cells/p60 plate, then 
transfected with 40 or 50 nM of miR-7 precursor, 
anti-miR-7 or negative controls (AM17100, AM 17110, 
AM10047 and AM17010 Ambion, USA) and using 
Lipofectamine 2000 (Invitrogen, USA) according to 
the manufacturer’s protocol.  
Luciferase assay 
HEK-293T cells were transfected with 
MAFG-3’-UTR, MAFG-3’-mutated-UTR, ABCA1-3’- 
UTR or ELK-1-3’-UTR plasmids (OriGene, USA), and 
PremiR-hsa-miR-7 or Negative Control as described 





above. Luminiscence was assayed 24 hours later using 
the Kit Renilla Luciferase Assay System (Promega, 
USA), according to the manufacturer’s instructions. 
Results were normalized to the Renilla luminescence 
from the same vector and shown as the ratio between 
the various treatments and cells transfected with 
control vector. 
cDNA plasmids transfection 
A Myc-DDK-tagged ORF clone of MAFG, ELK-1 
or ABCA1 and the negative control pCMV6 were used 
for in transient transfection (OriGene, USA). H23 and 
A2780 cells were plated onto 60-mm dishes at 6x105 
cells/dish and transfected with a negative control, 
MAFG, ELK-1 or ABCA1 vectors (IDs: RC221486; 
RC208921 and RC221861) using jet-PEI DNA 
Transfection Reagent (PolyPlus Transfection, USA). 
For stable overexpression, lentiviruses carrying ELK-1 
cDNA (Applied Biological Materials, Canada) were 
obtained by cotransfecting 15 μg of the specific 
lentiviral vector (pGIPZ-nonsilencing or 
pLenti-GIII-CMV-hELK-1-GFP-2A-Puro) and 5 μg of 
each packaging vector (pCD-NL-BH and 
pMD2-VSV-G) in 10 million HEK 293T cells using 
Lipofectamine 2000 (Invitrogen, USA). Supernatants 
were taken at 48 hours posttransfection. A2780S cells 
were plated onto 60-mm dishes at 1x105 cells/dish 
and transduced with supernatant carrying 
nonsilencing or ELK-1 lentivirus, and polybrene was 
added (5 μg/ml).  
Transfection efficacy was measured by 
qRT-PCR, using the sensitive cell line transfected with 
the negative control as a calibrator. Two independent 
experiments were performed in quadruplicate. 
Epigenetic validation: CpG island 
identification, DNA extraction, bisulfite 
modification, bisulfite sequencing and 
methylation-specific PCR  
The occurrence of CpG islands (CGIs) 
encompassing microRNA genes or being located 
nearby as well as the identification of repetitive 
elements were assessed using various programs for 
CGI-revealing, listed and described in Supplementary 
Material and Methods. The possible gene in which the 
miRNA was encoded was also analyzed, searching for 
the presence of 5´ CGIs located in the transcriptional 
site. The DNA from a total of 151 samples, including 
tumors, controls and cultured cell was isolated, 
bisulfite modified and used for BS, as previously 
described [22]. Primers design, PCR and 
electrophoresis conditions are detailed in 
Supplementary Material and Methods. Primers are 
listed in Supplementary Table 3. For BS, we prefer 
direct sequencing, to subcloning of a mixed 
population of alleles to avoid potential cloning 
efficiency bias [28] and artifact [29].  
Western blot analysis 
Cell lines were cultured at a density of 600,000 
cells per 60-mm plate, shifted into medium containing 
10% fetal bovine serum for 24 h and 72 h. Twenty 
micrograms (20 μg) of whole-cell extracts were 
subjected to Western blot, performed as previously 
described [30]. The primary antibodies employed 
were the c-Myc-A14 (Santa Cruz, USA) and β-tubulin 
(Sigma, Spain) antibodies. 
Statistical analysis 
For the identification of differentially expressed 
miRNAs and genes from the microarray data, we 
used linear models [31] as implemented in the Limma 
Bioconductor package. The fixed effects were the 
origin of the tissue (lung/ovarian), the cell line (H460, 
H23, OVCAR3, A2780) and the condition (sensitive, 
resistant, resistant treated). The replicate is the 
random effect. To identify the downregulated 
miRNAs in resistant cells and their opposite 
expressed target genes, we performed the following 
contrasts for all the tissues (lung and ovarian) or for 
each tissue origin (lung or ovarian): resistant vs. 
sensitive and resistant-treated vs. resistant. 
We then selected the candidates that fulfill the 
following conditions in at least 2 of the 4 cell lines 
interrogated: Log2(R/S) <0 AND Log2 (RT/R) >0; 
RvsS or RTvsR statistically different p<0.05. As a 
statistical method we used the unpaired T-test 
algorithm with Benjamini Hochberg (BH) as the FDR 
correction method for multiple testing corrections 
with statistical significance of p<0.1 in the miRNA 
approach and p<0.05 in the gene approach as an 
adjusted p-value.  
Patient’s clinical characteristics were described 
for the complete series with mean and standard 
deviation values or relative frequencies. The data 
were stratified for patients carrying methylated or 
unmethylated DNA, and their distributions compared 
with the chi-squared test or Fisher’s exact test for 
qualitative variables, and Student’s t test or the 
Wilcoxon-Mann-Whitney test (non-normal 
distribution) for quantitative variables. Overall 
survival and Progression free survival (PFS) were 
estimated according to the Kaplan-Meier method and 
compared between groups by means of the log-rank 
test. All the p-values were two-sided, and the type I 
error was set at 5 percent. Statistical analyses were 
performed using Stata 10 software. 
 






Establishment of ovarian human cancer cell 
lines resistant to CDDP 
We have established 2 ovarian cancer cell lines 
resistant to CDDP, A2780-R and OVCAR3-R, that 
showed approximately three times more drug 
resistance than the paired parental cell line A2780 and 
OVCAR3 (3.00 and 2.96 Resistant-Index (RI); p<0.001) 
and a similar CDDP RI to H23R and H460R NSCLC 
cancer cells, that we established previously [20], (3.35 
and 2.50 respectively; p<0.001) (Figure 2A and 
Supplementary Figure 1A). 
Identification of candidate miRNAs 
As a first step to identify candidate miRNAs 
under epigenetic regulation and involved in the 
CDDP response, we searched for miRNAs showing a 
decrease of the expression in R versus S cells and a 
recovered expression after epigenetic 
reactivation-treated (RT) versus R cells. First, 87 
miRNAs identified on the expression arrays showed a 
significant expression change (p<0.05) in at least one 
of the following conditions: R < S or RT > R; while 28 
changed their expression with a p-value adj<0.1 
simultaneously in both situations. By analyzing the 
concurrence of CGIs with the characteristics described 
by Takai and Jones [32], candidates were reduced to 
10 encompassing microRNA genes or being located 
nearby (less than 2000 bp 5´-upstream), together with 
the analysis of the presence of CGIs in the gene 
promoter region in which the miRNA is encoded. 
After a pair-base-complementarity analysis in silico 
between miRNA and the candidate target genes that 
showed an opposite expression profiles 
(Supplementary Database Information); we made a 
functional web-based enrichment analysis with the 
selected genes by GOTM. This approach identified 7 
miRNAs which potential target genes were involved 
in tumor progression: miR-7, miR-132, miR-335, 
miR-148a, miR-10a, miR-124 and miR-9 (Figure 1 and 
Supplementary Table 4). Mature miR-7 is generated 
from three different miRNA precursors in the human 
genome, miR-7-1, miR-7-2, and miR-7-3; we assumed 
expression changes were tightly associated to miR-7-3 
(hereafter called miR-7) as no changes were identified 
on miR-7-1 and miR-7-2 probes represented in the 
array and it is the only precursor that presents two 
CGIs surrounding its genome location. We also found 
that some of the miRNAs showing the strongest 
upregulation were located at the C19MC cluster, 
previously linked with carcinogenesis [33]. It presents 
a CGI located about 17kb from the first miRNA [34] 
that was included to analyze its potential epigenetic 
regulation in drug resistance. 
miRNA-7 as potential chemoresistance 
candidate under epigenetic regulation  
Firstly, we validated the expression profile of the 
3 experimental conditions (S, R and RT) by qRT-PCR 
assay confirming the results from the microarray 
analysis for all 7 miRNAs in at least one of the four 
cell lines analyzed. Three of the seven miRNAs 
showed changes in their expression according to the 
microarray data in A2780 cells: miR-7, miR-132 and 
miR-10a, whereas no significant changes in expression 
between S and R cells were found for miR-124 (Figure 
2B). The cell line OVCAR3 showed changes in 
miR-132 and -124, according to the array data. 
Although both increased expression in RT, no 
differences between S and R were reported (Figure 
2C). For the lung cancer model, 6 miRNAs in H23 cells 
and 2 miRNAs in H460 cells miRNAs were fully 
validated (Supplementary figure 1B-C). 
miR-132, miR-148a miR-335, and miR-7, were 
validated in at least 2 cell lines and further selected for 
epigenetic validation by bisulfite sequencing (BS), 
together with the C19MC cluster’s CGI. This cluster is 
on the long arm of chromosome 19 and has a CGI of 
2255 bp from which we analyzed 394 bp that 
comprises the area with the highest density of CG 
positions in H23, H460, A2780 and OVCAR3 cell lines. 
We also tested DNA from normal tissues from lung 
(LC), ovary (OC) and PMBCs to discard imprinting. 
All analyzed CpG positions were densely methylated 
(Supplementary Figure 2A), confirming a possible 
role in embryonic development as described [35, 36], 
but excluding a relation between acquisition of DNA 
hypermethylation and drug-response. Referred to 
miR-132, the area analyzed was 866 bp in length, at a 
CGI comprising -1847/+667bp at the short arm of 
chromosome 17. miR-148a is located on the short arm 
of chromosome 7, with a nearby CGI of 1663, located 
137 bp upstream from the miRNA. A 560 bp area of 
the CGI was analyzed. No methylation was found for 
both miRNAs either on the tumor cell lines or controls 
samples analyzed (Supplementary Figure 2B and 2C). 
miR-335 is located on the long arm of chromosome 7, 
on the second intron of the MEST002 gene transcript. 
A 1123 bp CGI is located in the promoter region of this 
transcript. We analyzed a fragment of 528 bp initially 
in the H23S/R, H460S/R cells and LC. The results 
showed methylation only in H460S/R subtypes. We 
extended the analysis to the additional cell lines LoVo, 
OVCAR3 and PC-3, and control samples, and no 
methylation was found in any of them 
(Supplementary Figure 2D). Pairs of primers are listed 
in Supplementary Table 3. 






Figure 1. Selection of candidate miRNAs under epigenetic regulation and candidate target genes. The flowchart indicates the steps and criteria used for the selection 
of the final 7 candidate miRNAs under epigenetic regulation and the final 4 candidate genes under possible regulation of miR-7.  






Figure 2: miRNA relative expression on CDDP-sensitive and -resistant ovarian cancer cell lines. (A) Viability curves showing the acquired resistance of A2780 and 
OVCAR3 cell lines; Cells were exposed for 72 h to each drug concentration. Data were normalized to the untreated control, which was set at 100% and represent 
the mean + SD of at least 3 independent experiments performed in quadruplicate at each drug concentration tested for every one cell analyzed. IC50, is the inhibitory 
concentration that kills 50% of the cell population. Resistant index (RI) calculated as IC50 resistant / IC50 sensitive cell line. p<0.001 was considered as a significant 
change in drug sensitivity (Student’s t-test). (B-C) Relative expression levels of the selected miRNAs measured by qRT-PCR. Data are represented in log10 scale and 
are expressed using the corresponding sensitive (S) line as a calibrator. Each miRNA level was normalized to RNU48 as an endogenous control. Assays were made 
in the ovarian cancer cell lines A2780 (B) and OVCAR3 (C) in all experimental conditions: S, R and RT. S: sensitive; R: resistant; RT: resistant treated with epigenetic 
reactivation drugs (5-Aza and TSA). The expression number assays for each miRNA are indicated in Supplementary Table 2. 
 
miR-7 is located on the short arm of chromosome 
19, with 2 potential regulatory CGIs: one located 861 
bp before the first nucleotide of the miRNA sequence 
with a length of 667 bp; the second has an extension of 
269 bp and comprises the miRNA sequence (Figure 3). 
Two overlapping pairs of primers were used to 
analyze the first CGI, covering 776 bp, which included 
the entire CGI and adjacent areas (Supplementary 
Table 3). The analysis was performed on the ovarian 
cancer cells A2780S and A2780R. We found the 
presence of methylation specifically in the resistant 
cells. The specific aberrant methylation of miR-7 in 
resistance was confirmed in H23R cells as well as in 
the cisplatin resistant cell lines IMIM-PC2 and LoVo, 
which present an IC50 over 2µg/ml CDDP 
(Supplementary Figure 3). OC and LC were used as 
controls as well as nine additional tumor cell lines. In 
fact, the sensitive subtypes and controls presented an 
absence of methylation. A selection of these results is 
shown in Figure 3, left. This methylation pattern was 
used to design the MSP primers for the analysis of 
FFPE primary tumors. The second CGI, was fully 
methylated for all the samples tested (Figure 3, right). 
Therefore, the upstream CpG island of miRNA-7 was 
selected for our translational approach as it was the 
candidate downregulated through DNA methylation 
in CDDP-resistant cells. 
miR-7 methylation is a potential predictive 
biomarker for recurrence and overall survival 
in patients with ovarian cancer treated with 
platinum 
Response rates, overall survival or progression 
free survival are recommended by ASCO and ESMO 
Clinical Practice Guidelines Committees to assess the 
clinical benefit of chemotherapy treatment [37] [38]. 
Ovarian Cancer Consensus Meeting, defines 
‘platinum-refractory’ as patients progressing during 
therapy or within 4 weeks after the last dose; 
‘platinum-resistant’ patients progressing within 6 
months of platinum-based therapy; ‘partially 
platinum-sensitive, patients progressing between 6 
and 12 months; and ‘platinum-sensitive’ patients 
progressing with an interval of more than 12 months 





(GCIG Consensus) [39]. Following the international 
guidelines, we compared the miR-7 methylation 
levels with OS and PFS clinical parameters on two 
cohorts of 83 and 55 ovarian cancer patients all of 
them treated with platinum. We studied the OS for all 
patients and the PFS in those patients that had 
recurred at the end of the study to analyze the 
relationship between platinum response and miR-7 
methylation. 
We observed a 29% of methylation (24 out of 83 
samples) in the cohort from Hospital del Mar (Table 
1), which increased to 36% (20 out of 55) in the 
CHUS-HULP biobank samples, a cohort enriched in 
serous resistant tumors (Supplementary Table 5). We 
also observed a higher percentage of methylation in 
HGSOC samples from and additional cohort of 
patients from the CNIO (50% methylated samples) 
(Supplementary Table 6) and in a small group of the 
resistant/refractory samples from H. Madrid (57%). 
We also tested 10 ovarian control samples a 
non-tumor cell line (IMR90) and 10 PBMCs to discard 
imprinting and none of them were methylated (100% 
specificity) (Figure 4A). When correlating our results 
with the patient’s clinical histories we obtained 
significant data correlating methylation and cisplatin 
response in the group of 33 patients that recurred. 
Kaplan-Meier curves show that patients relapsing 
before 10 months, carried preferentially methylated 
miR-7 tumors (80% methylated versus 14% 
unmethylated) (Figure 4B) (p=0.004). No differences 
 
Figure 3. Bisulfite sequencing of miRNA-7 regulatory CGIs. Chromosomal location of miR-7 and their nearby CGIs, as well as representative images of 
corresponding bisulfite sequences (BS). CGIs are represented in red boxes; each CpG position is characterized by vertical black lines inside the boxes. The first 
nucleotide of each miRNA is indicated by +1. Facing arrows mark the primer positions used for BS. It is shown the methylation analysis of the two CGIs closely related 
to the encoded miR-7 region. For the first CGI, the 3 different fragments (left half of the Figure) corresponding to the most frequently methylated positions are shown. 
A representation of 5 of the 11 additional tumor cell lines interrogated, BT474, SKOV3, LoVo, IMIMPC2 and SW780, is also shown. All CpG positions interrogated 
at the second CGI were fully methylated in all the samples analyzed (right half of the Figure), as indicated by the presence of C preceding a G in the sites indicated by 
the asterisks. OC: ovary control; LC: lung control. Asterisks indicate methylated positions. 





were found in CDDP-refractory and resistant patients. 
Moreover, after 3 years of follow up over the 83 
patients cohort, the overall survival was significantly 
higher in the group of patients with an unmethylated 
tumor in comparison with those with a methylated 
one (67% vs 35%, p=0.004) (Figure 4C). Similar results 
showing a tendency in terms of PFS and OS were also 
observed in the CHUS-HULP biobank cohort, 
although these last results were not statically 
significant mainly because of a size-limitation 
(Supplementary Figure 5). Finally, we observed a 
decrease in the number of patients with higher ECOG 
status when the promoter region of miR-7 was 
unmethylated in the higher cohort of patients 
(p=0.025). Accordingly, 62.5% of the patients who 
harbored the methylated promoter presented ascites 
compared with 80% of the patients who did not 
develop ascites harboring an unmethylated promoter 
region (p=0.025) (Table 1). Those results indicate that 
patients carrying an unmethylated sample tended to 
have less aggressive tumors, with better progression 
free survival after platinum treatment and overall 
survival rates than those who carried the methylated 
DNA. 
MAFG is a direct target gene of miRNA-7 
To analyze if the methylation of miR-7 is 
affecting the cisplatin-cell viability through the 
silencing of its expression, we overexpressed miR-7 in 
the resistant subtypes at a final concentration of 40nM 
(Supplementary Figure 6A). No effect on drug 
sensitivity was observed although efficiency of the 
transfection was validated by qRT-PCR, confirming 
the miR-7 overexpression after 72h in both cell lines 
(Supplementary Figure 6B). The overexpression of 
higher concentration of pre-miR-7 (50nM) resulted in 
a decrease in cell viability, reaching levels of 63% and 
52%, respectively, compared with their parental 
sensitive and resistant cell lines, transfected with the 
mimic negative control (Supplementary Figure 6C), 
making unfeasible to evaluate the response to CDDP, 
given no representative cell population was left from 
the cell culture after the miR-7 precursor 
overexpression. Thus, to fully understand the 
implication of miR-7 in the development of resistance, 
we investigated the role of the target candidate genes 
that showed a significant opposite expression to 
miR-7 and in silico complementarity (Figure 1). Out of 
the 1021 genes that accomplished both conditions we 
selected only those that were present in A2780 and 
H23 cell lines and which expression increased in R 
compared to S and RT subtypes, with a p-value<0.05 
adjusted by FDR correction. Further functional 
web-based annotation using the Gene Ontology Tree 
Machine (GOTM) tool, grouped 149 genes in 20 
significant functional groups, from which we selected 
MAFG, MAPKAP1, ELK-1 and ABCA1 genes because 
of their implication in biological functions related to 
tumor progression (Figure 1, Supplementary 
Database information). The changes on the expression 
were confirmed by qRT-PCR in A2780 cells for MAFG 
and slighter but following the expected expression 
pattern for ELK-1 (Figure 5A) and in H23 cells for 
MAFG and ABCA1 (Supplementary Figure 7A). To 
probe whether MAFG, ELK-1 and/or ABCA1 are 
target genes of miR-7, we overexpressed a precursor 
of miR-7 in the resistant subtypes to assess the 
changes in expression of the candidate target genes by 
qRT-PCR. As expected, the overexpression of miR-7 
in A2780R resulted in a decrease of the expression of 
MAFG and ELK-1, compared with the resistant cell 
line transfected with the negative control (Figure 5B). 
MAFG regulation was also confirmed in H23R cells, in 
which the miR-7 precursor lead also to the decrease of 
the potential candidate gene ABCA1 (Supplementary 
Figure 7B). Efficiency of the miR-7 overexpresion was 
validated by qRT-PCR (Figure 5B and Supplementary 
Figure 7B). A summary of this selection in shown in 
Supplementary Table 7. Next, we cotransfected in 
HEK-293T cells the pre-miRNA-7 together with a 
luciferase reporter vector that carries the 3’-UTR 
region of each candidate gene. The cotransfection 
with the 3’-UTR region of MAFG, induced a reduction 
of the luciferase activity at both concentrations, 15 and 
30nM of the precursor, effect that was not observed 
when cotransfecting 3’-UTR regions of ELK-1 and 
ABCA1 (Supplementary Figure 8A, upper panel). 
Simultaneously, we confirmed through qRT-PCR that 
the pre-miR-7 was successfully transfected in the 293T 
cell line, for every experimental group 
(Supplementary Figure 8A, lower panel). To fully 
confirm that MAFG is a target gene of miR-7, we 
performed directed-site mutagenesis at the predicted 
binding sites of miR-7 in the 3’ UTR of MAFG, at two 
different regions (Figure 6A), followed by luciferase 
reporter assays. The significant decrease of luciferase 
activity observed when using the WT 3’UTR of 
MAFG, disappeared when we cotransfected 
pre-miR-7 with both constructs containing the 
mutated regions (Figure 6B). Moreover, to ultimately 
confirm this regulation, we silenced the expression of 
miR-7 in A2780S that resulted in increased levels of 
MAFG (Figure 6C). A2780 cells express miR-7 at a low 
level, as we can observe in Supplementary Figure 8B 
compared with the control cell line HEK-293T, which 
explains the low efficiency decreasing the miR-7 levels 
at 48h, although it was sufficient enough to observe a 
strong change over MAFG expression. 
 





Table 1. Demographic table with the clinicopathological characteristics of a cohort of 83 samples from Hospital del Mar. 
Characteristics Complete series (n=83) Unmethylated (n=59) Methylated (n=24)  
No. of patients % No. of patients % No. of patients % p 
Age (median, range) 55 (17-84) 59 (17-80) 55 (18-84) 0.880 
Menopausal status       0.565 
 Premenopausal 34 41.0 23 39.0 11 45.8  
 Postmenopausal 49 59.0 36 61.0 13 54.2  
Parity       0.974 
 No 24 28.9 17 28.8 7 29.2  
 Yes 59 71.1 42 71.2 17 70.8  
Familiar history       0.684 
 No 58 69.9 42 71.2 16 66.7  
 Yes 25 30.1 17 28.8 8 33.3  
ECOG       0.025 
 0 21 25.3 20 33.9 1 4.2  
 1 36 43.4 22 37.3 14 58.3  
 2 20 24.1 12 20.3 8 33.3  
 3 6 7.2 5 8.5 1 4.2  
Ascites       0.025 
 No 47 56.6 38 64.4 9 37.5  
 Yes 36 43.4 21 35.6 15 62.5  
Tumor Grade       0.35 
 I 34 41 27 45.8 7 29.2  
 II 24 28.9 15 25.4 9 37.5  
 III 25 30.1 17 28.8 8 33.3  
Histology       0.883 
 Serous 40 48.2 27 45.8 13 54.2  
 Mucinous 9 10.8 7 11.9 2 8.3  
 Clear cell 8 9.6 5 8.5 3 12.5  
 Endometroid 4 4.8 3 5.1 1 4.8  
 Others 22 26.5 17 28.8 5 20.8  
Chemotherapy       0.956 
 Adjuvant 59 71.1 43 72.9 16 66.7  
 Neoadjuvant 6 7.2 3 5.1 3 12.5  
 Metastatic 18 21.7 13 22.0 5 20.8  
Platinum sensitivity       0.196 
 Sensitive 21 63.6 15 71.4 6 50.0  
 Resistant 12 36.4 6 28.6 6 50.0  
Relapse       0.286 
 No 49 59.0 37 62.7 12 50.0  
 Yes 34 41.0 22 37.3 12 50.0  
Death       0.119 
 No 49 59 38 64.4 11 45.8  
 Yes 34 41 21 35.6 13 54.2  
 
The response to cisplatin is mediated by MAFG 
expression in human cancer cell lines  
To determine if the expression of the miR-7 
candidate target genes was linked to CDDP response, 
we conducted their in transient overexpression in the 
sensitive cells comparing their response to CDDP 
with their parental resistant and sensitive cell lines, 
both transfected with an empty vector.  
MAFG overexpression resulted in an increase in 
the resistance to CDDP in A2780S cells compared with 
the sensitive cell line transfected with the empty 
vector, showing a resistance index of 1.6 (p<0.001) 
(Figure 7A). The same effect was also confirmed in the 
sensitive cell line H23S reaching a similar CDDP-RI of 
1.7 (p=0.01) (Supplementary Figure 9A). The 
overexpression of ABCA1 in H23S led to a RI of 1.5 
compared with the sensitive cell line transfected with 
the empty vector, although it was not statistically 
significant (p=0.796) (Supplementary Figure 9B). 
ELK-1 overexpression in A2780S did not change the 
response to CDDP after 48 h of exposure to the drug 
(Figure 7B).  
In order to confirm the efficiency of the 
transfection, we analyzed the mRNA and protein 
levels by qRT-PCR and western blot of the 
overexpressed genes. Results confirmed ectopic 
overexpression of MAFG, ELK-1 and ABCA1 at 72 h in 
both cell lines (H23S-MAFG, A2780S-MAFG, 
H23S-ABCA1 and A2780S-ELK-1) with an increase of 
0.2, 7, 6416 and 28-folds respectively, compared with 
the sensitive cell lines transfected with the control 
vector. No changes at protein level were found 
between 24 and 72 hours when analyzing MAFG and 
ABCA1 overexpression (Figure 7C and 
Supplementary Figure 9C). However, we observed a 





slightly protein levels of ELK1 at 24h that was not 
maintained at 72 h (Figure 7C). Therefore, we 
performed the stable overexpression of ELK-1 by 
transduction assays with a lentiviral vector and 
compare the response to CDDP with the 
parental-sensitive and resistant subtypes harboring a 
nonsilencing vector (A2780S/R -NS). As previously 
observed in the “in transient” experimental assays, 
ELK-1 overexpression did not change the sensitivity to 
CDDP; however, it induced an strongly increase in the 
number of cells at 0 µg/ml dose, that allowed to 
maintain higher ratios of survival fraction when 
treated with CDDP, compared with the control 
sensitive cell line. We also confirmed the success of 
the overexpression by qRT-PCR (Figure 7D).  
Discussion 
Epigenetic alterations by DNA methylation can 
reduce the expression of a number of miRNAs, 
altering the therapeutic response in tumor cells and 
contributing to the onset of more aggressive 
phenotypes. We intended to deepen our 
understanding of this aspect, identifying new 
miRNA-targets of promoter hypermethylation 
involved in the response to cisplatin, by using an 
experimental model of paired sensitive and 
CDDP-resistant tumor cell lines. We established the 
ovarian cancer cells A2780R and OVCAR3R, with a 
CDDP-RI in accordance with the previously 
established H23R and H460R cell lines, assuming that 
similar resistant events could follow [20]. Then, we 
combined an epigenetic reactivation therapy with a 
global transcriptomic-based strategy. The epigenetic 
therapy induced an expected reactivation percentage 
of 12% (87 of the 723 miRNAs), in accordance with 
published data, using the same technology and 
pharmacologic unmasking strategy [40]. The 
differential miRNA expression profile from sensitive, 
CDDP-resistant and resistant cells under epigenetic 
reactivation treatment was correlated with the 
expression of those genes from the same experimental 
groups that showed complementary sequences. This 
screening, included an ontological study of routes and 
processes related to tumor biology for all candidate 
target genes. We identified a set of 7 miRNAs 
containing a surrounding CGI that were 
complementary to target genes involved in cell 
growth, proliferation, cell migration, drug efflux, 
angiogenesis or apoptosis inhibition such MAFG, 
ELK-1, RAB6B,CAMK2G, MAPKAP1, ABCA1, ABL1 or 
STAT3 [41, 42]. All these processes might influence 
the acquisition of drug-resistance in the CDDP treated 
cells through the potential miRNA silencing.  
 
 
Figure 4. miRNA-7 methylation analysis in primary tumors and survival analysis. (A) Representative MSPs of miR-7 nearby CGI in DNA obtained from ovarian tumor tissues, normal ovarian 
tissues, non-tumor cell line and PBMCs from healthy donors. For each sample, the PCR product in the M lane was considered as the presence of methylated DNA, whereas the amplification 
product in the U lane was considered as the presence of unmethylated DNA. In vitro methylated DNA was used as a positive control (+). Uncropped gels of Figure 4a are included in 
Supplementary Figures (Supplementary Figure 4). (B) and (C) Kaplan-Meier comparison between cisplatin treatment and miR-7 proximal island methylation in ovarian cancer patients treated 
with platinum in terms of progression free survival (B) and overall survival in months (C). LogRank, Breslow and Tarone-Ware tests were used for comparisons and p<0.05 was considered 
as a significant change in OS or PFS. p values in (B) represent the significant difference between sensitive-unmethylated and sensitive-methylated patients 






Figure 5. mRNAarrays data validation and effect of miRNA-7 over-expression 
on candidate target genes in the ovarian cancer cell line A2780. (A) Relative 
expression levels of the selected genes measured by qRT-PCR. Assays were 
made in all experimental conditions: S, R and RT. S: sensitive; R: resistant; RT: 
resistant treated with epigenetic reactivation drugs (5-Aza and TSA). Sensitive 
cells were used as calibrator. (B) Relative expression levels of MAFG, ELK-1 and 
miR-7 measured by quantitative RT-PCR after miR-7 overexpression. The 
sensitive cell line transfected with the mimic negative control was used as a 
calibrator (S miR-NC, white). A2780R cells were transfected with same 
negative control (R miR-NC, stripped) or with miR-7 precursor (R miR-7, grey). 
For both (A) and (B), data are represented in Log10 scale obtained from the 
combined relative expression of 2 independent experiments measured in 
triplicate. Each gene expression level was normalized to GAPDH or B-actin as an 
endogenous control. 
 
Changes in expression were validated for all 7 
candidates, but not in all the expected paired cell 
lines, indicating that qRT-PCR is a valuable and 
necessary validation method more restrictive than 
microarray, that still keeps providing a powerful tool 
to study the involvement of a large number of 
miRNAs simultaneously [43, 44]. The expression 
changes were more significant after unmasking 
treatment, probably because the pharmacologic 
combination exerts a synergistic and specific influence 
in mRNA and miRNA global re-expression, as 
described in different tumor types [45]. This effect can 
be stronger than the silencing observed as a secondary 
effect of CDDP on DNA methylation.  
The expression of miR-7, miR-132, miR-335 and 
miR-148a was validated in at least two paired cell 
lines. Epigenetic validation of those candidates 
revealed that only one miRNA from our panel, miR-7, 
had specific methylation in CDDP-resistance. 
miR-148a and miR-132 expression might be regulated 
by an upstream epigenetic mechanism or 
transcription factor reactivated by demethylation, as 
has been reported for other candidates [20, 22]. 
miR-335 epigenetic reactivation has been reported in 
breast cancer cells, confirming the relevance of our 
approach to identifying miRNAs under epigenetic 
regulation, although the response after platinum 
treatment was not studied [46]. We found specific 
methylation in both, H460S/R cells, but not in the 
controls and additional cell lines analyzed, suggesting 
that the downregulation in the resistant phenotypes is 
probably independent of the methylation profile. We 
cannot conclude that the downregulation of miR-335 
is affecting the response to platinum, but the 
sensitivity to the drug seems not to be mediated by 
DNA methylation. 
We focused on the epigenetic regulation of 
miR-7 at the upstream CpG island analyzed, as the 
one encompassing miR-7 showed constitutive 
methylation, suggesting the absence of a regulatory 
role, as reported for other potential regulatory CGIs 
[47]. The same methylation profile was found in 
ovarian, lung, colon and pancreatic cisplatin-resistant 
cell lines. These data suggest a potential epigenetic 
regulation of miR-7 at DNA methylation level for this 
second CGI, a relatively common event in various 
tumor types, which can present intrinsic resistance to 
CDDP by epigenetic regulation. We therefore tested 
the specificity of aberrant miR-7 hypermethylation as 
a potential epigenetic biomarker to detect the 
response to chemotherapy on 167 ovarian cancer 
patients, all of them treated with platinum-based 
therapy. An extensive clinical follow-up of 83 of those 
patients showed that those considered 
platinum-sensitive, harboring an unmethylated miR-7 
had a better progression free survival rates than those 
patients with a methylated marker. These differences 
were not observed in platinum-resistant patients, 
probably because in these patients the recurrence 
develop in short-time periods and in a small number 
of cases. We confirmed the same tendency in an 
additional smaller cohort of 55 patients. Furthermore, 
our analysis indicated that those patients carrying an 
unmethylated marker tended to have less aggressive 
tumors, with three times more overall survival after 
platinum treatment than those who carried the 





methylated DNA. In addition, the methylation 
percentage increased in tumor grades III/IV and 
when analyzing high-serous samples and 
Platinum-refractory/resistant tumors. Thus, miR-7 
methylation could play a role as a clinical tool 
predicting the aggressive behavior of this malignancy 
and the poorer response to platinum-based treatment. 
We sought then to confirm the role of miR-7 in 
the response to CDDP, in order to explore the 
potential therapeutic effect of miR-7 overexpression, 
as it has been developed for miR-34, the first 
microRNA mimic to be used in clinical testing as a 
theranostic marker (http://mirnatherapeutics.com). 
However, the ectopically overexpression of miRNA-7 
in resistant cells did not change their sensitivity to 
CDDP, although it induced an increase in cell 
mortality; probably, due to the multifactorial effect 
that overexpression of miRNAs may cause on the 
cellular processes by regulating a high number of 
potential candidates genes. These results validate 
previous studies, which have shown its possible 
tumor suppressor role in cancer [48]. Its expression 
has been also linked with sensitization to paclitaxel 
[49], although its regulation in this process has not 
 
Figure 6. Site-directed mutagenesis for luciferase activity assay and effect of miR-7 silencing over MAFG expression. (A) Chromosomal localization of miR-7 
predicted binding sites at 3’UTR of MAFG. Regions 2 and 8 were identified by six or more bioinformatical algorithms. Sanger sequencing showed that the seed 
sequence of miR-7 was fully mutated at regions 2 and 8 of the 3’ UTR of MAFG. (B) Co-transfection of mimic miR-7 (miR-7) or mimic control (miR-NC) with the 3’ 
UTR of MAFG WT, mutated on region 2 (MAFG 2*) and mutated on region 8 (MAFG 8*). Experiments were performed at 15nM and data was analyzed after 24h of 
co-transfection. (Upper panel) Relative luciferase activity. The figures represent the mean ± SD of at least 3 independent experiments after data normalization with 
Renilla and the data from the negative control 3’-UTR; p<0.01 was considered as significant change in Luciferase activity (Student’s t-test). (Lower panel) Relative 
miR-7 expression levels measured by qRT-PCR after co-transfection, as an internal control for the mimic transfection. Each bar represents the combined relative 
expression of 2 independent experiments measured in triplicate. The miR-NC co-transfected with the 3’-UTR of each tested group was used as calibrator. (C) 
Relative miR-7 and MAFG expression levels measured by qRT-PCR after silencing of miR-7 with antago-miR in A2780S cells. Two different concentrations of 
Anti-miR-7 were tested, 20nM and 40 nM. Data was analyzed at 48h after transfection. Each bar represents the combined relative expression of 2 independent 
experiments measured in triplicate. A2780S cells transfected with the Anti-miR Negative Control was used as calibrator.  





being defined. miR-7 might be involved in these 
processes through the regulation of its target genes, 
whose overexpression has been found in our 
experimental approach. Using a transcriptomic profile 
together with the in silico assembling of sequences, we 
identified a group of genes candidate to be targets of 
miR-7 that could provide cells with the oncogenic 
capabilities described by Hanahan and Weinberg [50]. 
Further analysis of molecular pathways and cellular 
functions, led us to the selection of MAFG, ELK-1, 
ABCA1 and MAPKAP1 genes. Validation by 
alternative techniques and overexpression of miR-7 in 
the resistant cell lines, revealed that MAFG, ABCA1 
and ELK-1 recovered their levels of expression after 
epigenetic treatment and overexpression of miR-7, 
thus indicating a possible regulation of these genes by 
the methylation of this miRNA. However, our 
functional studies performed with luciferase vectors 
carrying a mutation in the conserved miR-7 binding 
site, revealed that only MAFG seems to be a direct 
candidate target gene under miR-7 regulation. 
Moreover, the silencing of miR-7 expression resulted 
in increased levels of MAFG and its overexpression is 
able to strongly increase the resistance to CDDP in 
sensitive cells. miR-7 may be an indirect regulator of 
ABCA1 and ELK-1, in fact, it has been reported that 
miR-7 could act as modulator of chemoresistance by 
targeting the MRP1/ABCC1, a member of the ABC 
family proteins, and being involved in lung 
tumorogenesis by directly regulating the EGFR 
expression [51-53]. Moreover, ABCA1 upregulation 
has been related to the decrease in chemotherapy 
response in breast cancer. However, we could not find 
a significant increase of resistance to CDDP after 
ABCA1 overexpression, possibly because of the 
different schema of treatment used in this study, 
based on sequential paclitaxel/neoadjuvant 
chemotherapy [54]. The inhibition of ELK-1 through 
the drug silodosin has been reported to increase the 
response to cisplatin in bladder cancer cells [55]. Its 
overexpression in ovarian cancer cells did not change 
the sensitivity to CDDP; nevertheless, we observed an 
increase in the cell survival fraction. As ELK-1 is a 
nuclear target of the MAP-kinases cascade and the 
EGFR-signaling pathway, and miR-7 is a direct 
regulator of EGFR gene, we believe that our results 
are a consequence of the highly implication of ELK-1 
in cell proliferation and apoptosis though these 
signaling routes [56]. 
MAFG is associated with detoxification in 
oxidative stress situations. This leads us to believe 
that its involvement in the acquired resistance to 
platinum resides in the protection it confers against 
free radicals generated in the cell after the 
administration of this drug [57-61]. Despite the fact 
that sMafs family, to which MAFG belongs, have been 
associated with cellular response, little is known 
about their involvement in human diseases. A 
number of studies have however linked these proteins 
with cancer, such as the study by Schembri et al. on 
MAFG regulation by miR-218 as an indicator of 
smoking-induced disease processes in the lungs [62] 
and the study by Yang et al. on the relationship 
between increased MAFG and growth in colon cancer 
cell lines through the insulin-like growth factor-I 
actions [63]. Taken together, our experimental results 
strongly support the direct regulation of MAFG 
through miR-7 and their involvement in the 
development of CDDP resistance in human tumor 
cells.  
In the present manuscript, we introduce the 
epigenetic regulation of miR-7 as a mechanism 
involved in platinum-resistance in cancer cell lines 
directly regulating the action of MAFG, which is 
overexpressed in resistant phenotypes. To the best of 
our knowledge, this is the first report linking the 
regulation of MAFG by miRNA-7 and its role in 
chemotherapy response to CDDP. Moreover, miR-7 
methylation arises as a potential predictive biomarker 
for the identification of ovarian cancer patients that 
may present worst response to platinum-derived 
treatment in terms of OS and PFS. Furthermore, this 
data captures the interest of researchers due to the 
possible role MAFG plays as a novel therapeutic 
target for platinum resistant tumors. 
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Figure 7. Effect of overexpression of MAFG and ELK-1 on cell sensitivity to CDDP in A2780 cell lines. (A-B) Viability curves of A2780 cell lines transfected with 
pCMV6 (S-Ø and R-Ø) and with the overexpression vectors (S-MAFG and S-ELK-1). Each experimental group was exposed for 48 h to 6 different CDDP 
concentrations, and data were normalized to each untreated control, set to 100%. The data represent the mean ± SD of at least 3 independent experiments 
performed in quadruplicate at each drug concentration for each cell line analyzed. The CDDP-RI (Resistant Index to CDDP) was calculated as “IC50 from the R-Ø 
/ IC50 from the S-Ø" and “IC50 from the S-transfected with the gene / IC50 from the S-Ø” ± SD. p<0.01 was considered as significant change in drug sensitivity 
(Student’s t-test). (C) Validation of the transfection efficacy at mRNA and protein levels. Top, Relative expression levels of MAFG and ELK-1 measured by quantitative 
RT-PCR, in the cell line A2780, represented in Log10 scale; In each experimental group, the sensitive cell line transfected with pCMV6 plasmid was used as a 
calibrator. Each bar represents the combined relative expression of 2 independent experiments measured in triplicate. Bottom, total cell protein (20µg) at 24 and 72 
hours was subjected to WB, membranes were hybridized with antibodies against c-Myc and β-tubulin as loading control. S: Sensitive; S-G: Sensitive transfected with 
the gene; R: Resistant; β-tub: β-tubulin. (D) Stable overexpression of ELK-1 in A2780S cell line. Top, Viability assay after the nonsilencing (NS) plasmid transductions 
(S-NS white; R-NS stripped) and overexpressing ELK-1 plasmid (S-ELK-1 grey). Each experimental group was exposed for 72 h to 6 different CDDP concentrations, 
and data were normalized to each sensitive subtype. Data represents the mean ± SD of at least 3 independent experiments performed with 4 wells at each drug 
concentration for each cell line analyzed. Bottom, relative ELK-1 expression levels measured by qRT-PCR and represented in Log10 scale. The sensitive cell line with 
nonsilencing vector was used as a calibrator. Each bar represents the combined relative expression of 2 independent experiments measured in triplicate. 
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MAFG is a potential therapeutic target to
restore chemosensitivity in cisplatin-resistant
cancer cells by increasing reactive oxygen
species
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Adjuvant chemotherapy for solid tumors based on platinum-derived compounds
such as cisplatin is the treatment of choice in most cases. Cisplatin triggers signaling
pathways that lead to cell death, but it also induces changes in tumor cells that mod-
ify the therapeutic response, thereby leading to cisplatin resistance. We have
recently reported that microRNA-7 is silenced by DNA methylation and is involved in
the resistance to platinum in cancer cells through the action of the musculoaponeur-
otic fibrosarcoma oncogene family, protein G (MAFG). In the present study, we first
confirm the miR-7 epigenetic regulation of MAFG in 44 normal- and/or tumor-paired
samples in nonsmall-cell lung cancer (NSCLC). We also provide translational evi-
dence of the role ofMAFG and the clinical outcome in NSCLC by the interrogation of
two extensive in silico databases of 2019 patients. Moreover, we propose thatMAFG-
mediated resistance could be conferred due to lower reactive oxygen species pro-
duction after cisplatin exposure. We developed specifically selected aptamers
against MAFG, with high sensitivity to detect the protein at a nuclear level probed by
aptacytochemistry and histochemistry analyses. The inhibition of MAFG activity
through the action of the specific aptamer apMAFG6F increased the levels of reac-
tive oxygen species production and the sensitivity to cisplatin. We report first the spe-
cific nuclear identification of MAFG as a novel detection method for diagnosis in
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NSCLC, and then we report that MAFG modulates the redox response and confers
cell protection against free radicals generated after platinum administration, thus
also being a promising therapeutic target. (Translational Research 2018; 200:117)
Abbreviations: ATT = adjacent tumor tissues; CDDP = cisplatin; MAFG = musculoaponeurotic
fibrosarcoma oncogene family, protein G; miR-7 = microRNA-7; NSCLC = nonsmall-cell lung
cancer; qMSP = quantitative methylation-specific PCR; qRT-PCR = quantitative real-time PCR;
ROS = reactive oxygen species; TCC = Moffitt’s Total Cancer Care; TCGA = The Cancer
Genome Atlas
AT A GLANCE COMMENTARY
Vera-Puente O et al.
Background
We have recently reported that microRNA-7 is
silenced by DNA methylation and is involved in
the resistance to platinum in cancer cells through
the action of the musculoaponeurotic fibrosar-
coma oncogene family, protein G (MAFG).
Translational Significance
In the present manuscript, we study the molecular
mechanism underlying cisplatin (CDDP)-resis-
tance mediated by MAFG in human cancer cell
lines by analyzing the reactive oxygen species
production after CDDP treatment. We have also
identified highly-specific aptamers against MAFG
that modulate its activity. The final intention of
our work is to provide new tools for the diagnosis
and therapeutic treatment of CDDP-resistant
tumors by targeting MAFG with aptamers.
INTRODUCTION
Cisplatin (CDDP) is the current and most widely
used chemotherapeutic agent in solid malignancies,
including lung and ovarian cancers. CDDP is a plati-
num compound that binds to and crosslinks DNA, thus
inducing apoptosis in cancer cells.1,2 CDDP has also
been reported to generate an increase in oxidative
stress by increasing levels of the superoxide anion,
H2O2, and hydroxyl radicals that can lead to cell death,
enhancing CDDP action.3,4 Despite a reasonable rate
of initial response, however, CDDP treatment fre-
quently results in chemoresistance development, lead-
ing to therapeutic failure in these tumor types. Many
studies and reviews in the last 30 years have centered
on gaining insight into the molecular mechanisms that
account for the CDDP-resistant phenotype of tumor
cells, which could provide crucial information for
treatment resensitizing.4,5 A number of events have
been proposed to underlie this phenomenon. One such
event consists of the ability of cancer cells to overcome
the reactive oxygen species (ROS) generated by
CDDP, thus avoiding apoptosis. The complex cellular
response against ROS is mainly mediated through the
antioxidant response element (ARE), nuclear factor
(erythroid-derived 2)-like 2 (NRF2), and the small
MAF proteins (sMAFs) family of transcription fac-
tors.6 The accumulation of reactive oxygen or nitrogen
species in the cell triggers the translocation of NRF2 to
the nucleus, where it interacts with sMAFs. NRF2-
sMAF heterodimers are the predominant complexes
that bind to the ARE and promote the transcription of
detoxification genes.7-12 An overexpression of these
elements could be responsible for acquired resistance
to CDDP. In fact, we recently reported that miR-7
hypermethylation-derived deficiency mediates CDDP
resistance and identified MAFG as a miR-7-direct tar-
get gene that is upregulated in CDDP-resistant tumor
cells. Furthermore, miR-7 overexpression resulted in a
repression of MAFG expression in lung and ovarian
human cancer cells.13 Our previous results suggest a
relevant role for MAFG conferring resistance to ROS-
inducing compounds such as CDDP via the increased
detoxification of free radicals. In addition, despite its
important role in ROS detoxification, little is known
about the involvement ofMAFG in human diseases.
In the present study, we have studied in depth the
role of the miR-7 and/or MAFG axis in acquired resis-
tance to CDDP in lung cancer and explored MAFG as
a possible diagnostic and therapeutic target by develop-
ing aptamers that show high affinity for the protein as a
novel approach for chemotherapy resensitization.
Aptamers are a recently developed alternative to spe-
cific biomolecule recognition; they are single-stranded
nucleic acid molecules with high affinity for a particu-
lar target due to their ability to fold into tertiary shapes.
These oligonucleotides are generated from an in vitro
selection process and can be considered a novel alter-
native in therapy, diagnosis, and in the development of
new biotechnological tools.14-16
MATERIALS AND METHODS
Cell cultures and treatments. The human cancer cells
H23 and A2780, and the HEK-293T epithelial cells
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were purchased from ATCC (Manassas, USA) and
ECACC (Sigma, Spain) and cultured as recommended.
The CDDP-resistant variants H23R and A2780R were
established in our laboratory as previously
described,13,17 using CDDP (Farma Ferrer, Spain) for
cell viability assays. To validate the results obtained
from the resistant cell lines established in our labora-
tory, we also used the CDDP-resistant lung cancer cell
line H1299, with IC50 over 7, purchased from ATCC
and maintained as recommended. Cell authentication
is shown in Supplementary Table 3.
Clinical sample and data collection. Fresh-frozen
tumors (T) and adjacent-tumor tissue (ATT)-paired
samples were obtained from 22 patients with non-
small-cell lung cancer (NSCLC) from La Paz Uni-
versity Hospital. All patients had both a perioperative
positron emission tomography-computed tomography
scan showing localized disease and a pathological con-
firmation of stages after having undergone a complete
resection for a histologically confirmed early NSCLC.
Follow-up was conducted according to the criteria of
the medical oncology division from the institution. In
addition, five saliva samples from healthy donors were
used as controls. All samples were collected after the
approval of the appropriate Human Research Ethics
Committee at the contributing center, including an
informed consent within the context of research. Clini-
cal, pathological, and therapeutic data were recorded
by an independent observer, and a blind statistical anal-
ysis was performed on the data.
RNA isolation, RT-PCR, and quantitative RT-PCR. Total
RNA from surgical samples was isolated, reverse tran-
scribed and quantitative real-time polymerase chain
reaction (qRT-PCR) analysis was performed as previ-
ously described.17,18 Samples were analyzed in tripli-
cate using the HT7900Real-Time PCR system
(Applied Biosystems, USA). Relative expression levels
were calculated according to the comparative threshold
cycle method (2¡DDCt) using GAPDH as an endoge-
nous control gene and RNU48 as endogenous control
miRNA. Primers and probes for expression analysis
were purchased from Applied Biosystems (MAFG: Hs
01034678_g1; GAPDH: Hs03929097_g1; miRNA-7:
000268; and RNU48: 001006).
For semiquantitative RT-PCR, 500 ng of total RNA iso-
lated from cell lines was used for RT reaction using Prime-
Script RTMaster (Clontech-Takara, USA) and subsequent
semiquantitative PCR using Promega PCRMix (Promega,
USA) as previously described.19 Relative quantification
was performed by measuring the intensity of band ampli-
fied using ImageJ software. Primers for HMOX1 (F: 50-
TGAGTTTCAAGTATCCTTGTTGACAC-30; R: 50-CTT
GGTCTAACTTTTGTGTGAAATAA-30), MAFG (F: 50-
TCAGATTTCAGAGGAATACCCAGCAG-30; R: 50-TG
ATCACCAGTCAGAAGTGTACACAC-30), and GAP
DH (F: 50-GAGAGACCCTCACTGCTG-30; R: 50-
GATGGTACATGACAAGGTGC-30) were designed to
include the probe from the array in order to assure the cor-
rect transcript identification.
DNA extraction, bisulfite modification, and quantitative
methylation-specific PCR.DNA from a total of 44 surgi-
cal samples from patients with NSCLC was isolated
and bisulfite modified as previously described18 and
was used to analyze miRNA-7 methylation status. For
quantitative methylation-specific PCR, we used the
primer and/or probe set to detect levels of either meth-
ylation (F: 50-GGGTGGGGTTTTTTAAGAATC-30;





were performed in duplicate using the QuantiTect Mul-
tiplex PCR Kit (Qiagen, USA) and the HT7900
Applied Biosystems. The percentage of methylation of
each sample was calculated according to previously
published reports.20
Western blot analysis. Proteins (30 mg) from cell
lysates were resolved by sodium dodecyl sulfate-poly-
acrylamide gel electrophoresis and transferred
to Immobilon-P membranes (Millipore Iberica SA,
Madrid, Spain). Membranes were incubated with
anti-Nrf2 at 1:10,000, anti-HO-1 at 1:10,000
(Abcam), and anti-b -actin at 1:100,000 (Sigma,
Madrid, Spain). Peroxidase-conjugated secondary
antibodies (1:10,000) were used to detect proteins by
enhanced chemiluminescence detected by Advance
Western-blotting Detection Kit (GE Healthcare, Bar-
celona, Spain).
In silico databases: The Cancer Genome Atlas and
Total Cancer Care. The Cancer Genome Atlas (TCGA)
data: We obtained RNA sequencing data for the
MAFG of 984 NSCLC tumors from the TCGA. The
raw reads were quantified by RSEM21 in order to deter-
mine the read counts for each gene and miRNA (calcu-
lated separately). Then, we filtered out genes and
miRNAs having less than one count-per-million reads
in all samples. The normalization process was per-
formed with trimmed mean of M values22 to obtain the
MAFG sequence count data in all patients.
Total Cancer Care (TCC): We obtained MAFG gene
expression data for 1035 lung cancer samples from the
Moffitt Cancer Center Total Cancer Care Bioreposi-
tory23 that were assayed on a custom Affymetrix 2.0
microarray. Normalized intensity values for MAFG
probe sets were obtained and the probe with highest
average intensity was retained for gene expression
analysis.
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ROS measurement. H23 and/or A2780 cells were cul-
tured in 96-well black plates at density of 10,000 cells/-
well. Cells were treated with 6 different doses of CDDP
for 24, 48, and 72 hours. Then treatments were removed
and cells were incubated with the fluorescent probe
20,70-dichlorodihydrofluorescein diacetate (H2DCFDA)
(10 mM) for 45 minutes in Roswell Park Memorial Insti-
tute medium (FBS-free). Cells were washed twice with
Roswell Park Memorial Institute (10% FBS), and fluo-
rescence was recorded in a Fluostar Optima at 520 nm
after excitation at 485 nm. At the end of the experiment,
solutions were replaced for fresh media containing MTT
(0.5 mg/mL concentration) in order to determinate via-
bility. ROS production was calculated dividing the mean
H2DCFDA fluorescence by the mean viability. Data
were normalized with respect to basal conditions that
were considered as 100%.
Aptamer selection for MAFG. Selection of DNA
aptamers for MAFG was performed using the systematic
evolution of ligands by exponential enrichment
(SELEX) method with several modifications. First,
MAFG-Myc overexpressed in HEK293T cells were
bound to Myc-agarose beads (Thermo Scientific 20168),
following the supplier’s instructions. The same amount
of lysates from HEK293T cells transfected with empty
vector was immunoprecipitated in parallel and used for
the contraselection step. Synthetic random ssDNA (IBA
Life Sciences, Germany), containing a central random-
ized region of 40 nucleotides flanked by two conserved
18-nucleotide regions in each end (RND40, 50-
GCGGATGAAGACTGGTGT-40N-GCCCTAAATAC-
GAGCAAC-30) was denatured at 95˚C for 10 minutes
and then cooled on ice for 10 minutes. Further steps of
the selection were followed as previously described with
minor modifications.16 Finally, contraselection prepared
as above was performed after round 2 and 5.
 Analysis of aptamer-MAFG complexes by RT-PCR:
The aptamer populations obtained after 3 and 6 rounds
of selection (SEL3MAFG and SEL6MAFG) or
RND40 were incubated at 0.4 nM with 20 pmoles of
MAFG bound to Myc-agarose for 1 hour at 37˚C. In
parallel, the same amount of each aptamer was incu-
bated with the same volume of Myc-agarose resin with-
out MAFG. After centrifugation at 12,000 g for 10
minutes, complexes were washed four times with 250
mL of selection buffer and confirmation the aptamers
presence was performed as described.16
 Enzyme-linked oligonucleotide assay (ELONA):
Aptamers were labeled by PCR using 50 digoxigenin-
labeled F3/50 digoxigenin-labeled R3 primers (IBA
Life Sciences). To assess the enrichment of the
selected population and the affinity of the individual
aptamers for the target, MAFG-Myc (50 ng) was
incubated with the rounds 3, 6 of aptamers or the
RND40 library, as previously described with minor
modifications.16 OD405nm values were determined
using a SpectraFluor microplate reader (TECAN,
Barcelona, Spain).
 Aptacytochemistry: HEK293T cells were seeded on
glass coverslips pretreated with poly-L-lysine
(Sigma-Aldrich). After 1624 hours, the cells were
transfected with 0.4 mg of MAFG-Myc plasmid
using Lipofectamine 2000 (Invitrogen) following the
manufacturer’s instructions. Twenty-four hours post-
transfection, the cells were fixed with cold methanol
for 20 minutes at ¡20˚C and followed incubation
with aptamer populations SEL3MAFG and SEL6-
MAFG, as described previously.16 Colocalization
was assessed by confocal microscopy using a Nikon
ECLIPSE Ti-e inverted fluorescence microscope
equipped with a Nikon C1 laser scanning confocal
microscope system (Nikon, Tokyo, Japan) and a 60£
oil immersion objective.
 Aptamer cloning, sequencing, and secondary struc-
ture prediction: The dsDNA products with “A”-over-
hangs from SEL6MAFG were cloned onto pGEM-T
Easy-cloning vector (Promega), following the manu-
facturer’s instructions. Individual clones were
sequenced using T7 (50-TAATACGACTCACTA-
TAGGG-30) and Sp6 primers (50-ATTTAGGTGA-
CACTATAGAA-30) provided by the Sequencing
core. Selected ssDNA molecules were subjected to
secondary structure prediction using mFold software
(http://mfold.rna.albany.edu/?q=mfold/DNA-Fold
ing-Form) 41 at 37˚C in 150 mmol/L [Na+] and 1
mmol/L [Mg+2].
Aptacytochemistry and aptahistochemistry with
selected dig-labeled aptamers. Following the method-
ology described above, H23R cells were incubated
with 6 pmol of digoxigenin-labeled aptamers (IBA
Life Sciences) in selection buffer for 1 hour at room
temperature. Subsequently, cells were washed three
times with PBS and incubated with anti-digoxigenin
conjugated with 50 AlexaFluor 488 (R&D systems,
USA) at 1/500 dilution in blocking buffer for 1 hour at
room temperature, as secondary antibody. Finally, the
cells were mounted on glass slides using glycerol-
buffer containing p-phenylenediamine and 1/750 dilu-
tion of Dapi for nuclear staining. Controls were made
by omitting the aptamer. Colocalization was assessed
by confocal microcopy as described in (iii).
The formalin-fixed and paraffin-embedded tissue
sections of patients with lung cancer were baked 15
minutes at 60˚C. Deparaffinization was performed by
two washes of xylene for 10 minutes each. Tissue sec-
tions were rehydrated by a sequential wash in 100%,
90%, 80%, and 70% ethanol and distilled water for 5
minutes each. Antigen retrieval was achieved by heat
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treatment in a pressure cooker for 2 minutes in 10 mM
citrate buffer (pH 6.5). Endogenous peroxidase activity
of tissues was blocked with 0.3% H2O2. The primary
binding reaction was performed with 10 pmol/mL of
digoxigenin-conjugated aptamers overnight at room
temperature. The secondary binding reaction was per-
formed with anti-digoxigenin conjugated with POD
(Roche; 1/200 dilution in TBS) for 45 minutes. Stain-
ing was done using the Immunoperoxidase DAB kit
(Master Diagnostica), according to the manufacturer’s
instructions. The sections were counterstained with
hematoxylin.
Cell transfection and viability assays. HEK293 and
H23S/R cells were seeded into 96-well plates then
transfected with 5, 12.5, 25, 75, and 100 nM of MAFG
aptamers or treated with PBS-Mg using Jet Pei Poly-
Plus transfection reagent (PolyPlus Transfection,
USA). The dose of 25 nM aptamer was afterward used
in combination with increased doses of CDDP to assay
viability and ROS production as described above. Via-
bility to aptamers was assayed as previously
described.24 To confirm the aptamer-transfection effi-
ciency, cells were seeded in 24-well plates for aptamer
isolation and confirmation of aptamer transfection by
quantitative analysis as previously described.16 A
Myc-DDK-tagged ORF clone of MAFG the negative
control pCMV6 were used for in transient transfection
(OriGene, USA) in combination with MAFG-aptamers
following the same procedure.
Statistical analysis. The data were compared using the
Chi-squared test or Fisher’s exact test for qualitative
variables, and Student’s t test or the Wilcoxon-Mann-
Whitney test (non-normal distribution) for quantitative
variables. Correlation of quantitative variables was
analyzed by Pearson’s test. For the in silico databases,
the data were stratified for patients with high or low
expression of MAFG according to the median of the
gene expression (TCGA cutoff: 2018 counts per mil-
lion; TCC cutoff: 8.70 of intensity probe). Overall sur-
vival was estimated according to the Kaplan-Meier
method and compared between groups by means of the
Log Rank test. All the P values were two sided, and
the type I error was set at 5%. Statistical analyses were
performed using SPSS 20 software.
RESULTS
MAFG overexpression is associated with a poor
prognosis in patients with nonsmall-cell lung cancer.
Previously published studies from our group showed
that the epigenetic regulation of miR-7 through DNA
methylation is a mechanism involved in platinum resis-
tance in cancer cell lines directly regulating the action
of MAFG, which is overexpressed in resistant pheno-
types.13 In the present study, we explored the involve-
ment of the miR-7 and/or MAFG axis in NSCLC
primary tumors. We first analyzed the quantitative
DNA methylation levels of miR-7 and RNA expression
levels of miR-7 and MAFG in a cohort of 22 paired
samples from fresh-frozen T and ATT from patients
with NSCLC (Table I) and controls.
We observed an increase in the data dispersion in the
NSCLC T samples versus the ATTs in miR-7 methyla-
tion and expression levels (Supplementary Table 1).
The higher dispersion was statistically significant in
both groups only when compared with saliva samples
from healthy donors (P = 0.0002; Fig 1A and Supple-
mentary Table 1). A negative tendency in the correla-
tion between the percentage of methylation and
expression levels of miR-7 was found only in the T
samples (Fig 1B). The opposite tendency was found,
toward more expression of MAFG in T samples, when
the percentage of miR-7 methylation increased (Supple-
mentary Figure 1). Neither tendency was statistically
significant, probably due to the limited sample numbers;
however, it is interesting to note that the two samples
that showed the highest dispersion for MAFG expres-
sion presented a miR-7 methylation level over 20%.
To determine whether MAFG expression correlated
with clinical outcome in patients with NSCLC, we
investigated the gene expression levels in 984 patients
with NSCLC from the TCGA database and 1035
patients with NSCLC from the Total Cancer Care Bio-
repository at the Moffitt Cancer Center. When compar-
ing data from both data sets, we observed statistical
significance according to the median level of MAFG
expression; patients with low expression levels had a
clearly increased overall survival compared with the
group of patients with high MAFG expression levels,
with P values of 0.020 and 0.011 for both cohorts,
respectively (Fig 1C).
MAFG overexpression might induce CDDP resistance,
targeting ROS. MAFG is a transcription factor involved
in the detoxification of ROS, whose expression is
increased in the resistant cell phenotypes H23R and
A2780R, which mediates their resistance to CDDP.13
Thus, we explored whether MAFG influenced oxida-
tive stress in our experimental model of paired sensi-
tive and/or resistant cells by analyzing ROS production
in cells after CDDP exposure.
First, we confirmed the response to CDDP at 24,
48, and 72 hours after exposure to the drug for both
cell lines H23S and H23R. H23R cells present a resis-
tance index >3, in accordance with our previous
results25 (Fig 2A). ROS levels were increased in sen-
sitive cells after CDDP treatment compared with
resistant cells, reaching 300% and 159% ROS
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Table I. Clinicopathological and experimental data obtained from patients with NSCLC from La Paz University Hospital
miR-7
methylation
miR-7 expression MAFG expression
















1 Adenocarcinoma Female IA No 58.49 NA 0.50 0.19 0.62 0.43 70.81 NA 79.26 Alive 2220
2 Epidermoid Male IB No 5.63 5.35 1.71 2.61 0.65 0.53 84.14 90.93 27.83 Exitus 1022
3 Adenocarcinoma Male IB No 14.98 13.12 1.16 0.31 0.59 0.28 NA 77.11 NA Exitus 3
4 Adenocarcinoma Male NA No 12.47 26.06 1.11 0.51 0.43 4.37 90.61 91.08 87.18 Exitus 626
5 Large Cell Male IIB No 9.20 12.69 0.80 0.34 0.28 0.29 44.69 25.55 21.72 Exitus 62
6 Adenocarcinoma Male IIIA Other 7.28 3.74 2.33 0.38 0.31 2.12 84.77 79.60 40.41 Exitus 228
7 Epidermoid Female IIIB CDDP +Other 8.47 5.69 1.65 1.77 0.58 0.05 67.48 87.21 22.58 Exitus 109
8 Adenocarcinoma Female IIA CDDP +Other 8.37 28.94 0.70 2.42 0.91 0.13 77.15 79.55 59.50 Alive 2260
9 Epidermoid Male IB No 9.41 8.09 1.07 1.17 5.59 0.29 74.31 73.12 NA Alive 1853
10 Adenocarcinoma Male IA No 8.19 38.79 1.00 0.09 1.00 0.04 75.39 69.14 74.06 Exitus 216
11 Adenocarcinoma Female IIIA CBDCA+Other 6.51 6.08 0.99 5.83 1.91 0.20 53.02 35.66 68.15 Alive 2192
12 Epidermoid Male IB CDDP +Other 7.59 30.28 0.92 0.75 2.24 0.81 77.27 92.45 NA Alive 2341
13 Epidermoid Male IIA No 12.44 NA 0.77 1.51 0.70 0.09 88.89 84.07 75.52 Exitus 289
14 Epidermoid Male IIA No 12.66 10.98 2.21 2.07 0.73 0.84 90.76 96.88 NA NA 109
15 Adenocarcinoma Female IIIA CDDP +Other 4.72 3.57 0.73 0.32 0.76 0.49 NA NA NA Alive 2228
16 Adenocarcinoma Male IIB Other 35.35 10.00 0.80 0.31 1.03 0.78 75.77 95.65 94.51 Exitus 888
17 Epidermoid Male IIB CBDCA+Other 8.24 53.19 1.35 1.05 0.57 0.03 74.61 28.90 44.30 Exitus 259
18 Adenocarcinoma Female IB CDDP +Other 10.29 9.42 1.19 2.86 0.38 1.52 95.72 93.75 87.23 Exitus 936
19 Epidermoid Male IIB CDDP +Other 13.67 9.52 1.50 2.87 0.99 0.50 NA NA NA Exitus 1224
20 Epidermoid Male IIIB CBDCA+Other 4.06 13.45 0.80 1.33 0.22 0.43 85.99 NA 2.24 Exitus 603
21 Adenocarcinoma Male IIIA CDDP +Other 9.55 63.07 1.14 0.65 1.11 2.57 NA 67.21 71.08 NA 421
22 Adenocarcinoma Female IIB CDDP +Other 4.43 6.84 0.50 2.07 0.26 2.35 80.30 92.55 78.10 NA 184




































production at 3.00 mg/mL CDDP, respectively, versus
basal untreated cells, P < 0.001 (Fig 2B). The
response to CDDP and the differences in ROS produc-
tion between sensitive and resistant cells were also
confirmed in A2780S/R ovarian cancer cell lines
(Supplementary Figure 2A), in which we observed an
effect of CDDP treatment after 48 hour of exposure,
consistent with previous reports.13 Moreover, we
found that the expression of ROS-detoxifying genes,
such as HMOX1, NQO1, GSTO2, or GPX7 (Supple-
mentary Table 2), was upregulated in these resistant
cell lines (P < 0.05), according to our reported arrays
under the same previously defined bioinformatics and
statistical criteria13 (GEO GSE84201). We selected
HMOX1 and NRF2 for semiquantitative RT-PCR
expression pattern validation, because of their close
relationship with MAFG action in the detoxification
process. NRF2 expression did not changed after
CDDP treatment; however, the resistant cells showed
higher protein levels of NRF2, and it was also
observed a slight increase in HMOX1 levels (Fig 2C,
D and Supplementary Figure 2B). In addition, we
observed a direct relationship between the expression
of MAFG and the Resistance Index in all our lung
cancer cell lines (Supplementary Figure 2C).
Identification of aptamers binding MAFG. Aptamers
were selected from libraries of oligonucleotides by iter-
ative cycles of selection (SELEX methodology). We
performed 6 rounds of selection and 2 contraselection
rounds (after rounds 2 and 5), using a Myc agarose
Fig 1. Involvement of miR-7 and MAFG in patients with NSCLC. (A-B) Assessment of miR-7 methylation lev-
els measured by qMSP and expression levels of miR-7 measured by qRT-PCR in fresh samples from a cohort of
22 patients with NSCLC; (A) Left, quantitative methylation percentage of miR-7; right, miR-7 expression levels
in 44 paired samples (ATT and T); (B) Correlation between the methylation percentage of miR-7 and expression
levels of miR-7. For all the analyses, data represent the percentage of methylation according to a previous
report20 and expression levels in 2¡DCt; (C) Analysis of mRNA expression of MAFG in two in silico cohorts of
patients with NSCLC. Survival analysis in 984 (left panel) and 1035 (right panel) NSCLC samples from the
TCGA and TCC, respectively. LogRank test was used for comparisons and P < 0.05 was considered as a signifi-
cant change in OS. NSCLC, non-small cell lung cancer; ATT, adjacent tumor tissue; T, tumor; CPM, counts per
million; TCGA, The Cancer Genome Atlas; TCC, Total Cancer Care. *** P < 0.001
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Fig 2. Viability assays and reactive oxygen species detection after CDDP treatment in H23 cell lines. (A) Viability to
CDDP in H23S (left) and H23R (right) at 24, 48, and 72 hours and 6 concentrations of CDDP measured by MTT assay;
(B) Increment of ROS production in H23S (left) and H23R (right) after 24, 48, and 72 hours of CDDP treatment; For
(A) and (B), bars represent the mean of at least two independent experiments measured by duplicate§ SD. $: P  0.05
versus basal; $$: P  0.01 versus basal; $$$: P  0.001 were considered as significant change in CDDP resistance and
ROS production; (C) Semiquantitative mRNA expression analysis of downstream genes involved in ROS detoxification
regulated byMAFG, which showed expression changes for H23 in the microarray data (GSE84201,13) (left panel). Rep-
resentative images of MAFG and HMOX1 RT-PCR comparing sensitive and resistant subtypes. Each assay was per-
formed at least three times to confirm the results. (Right panel) Relative intensity quantification of the amplified band
for each gene measured by ImageJ Software. Bars represent the mean of the three independent experiments using the
intensity ofGAPDH as endogenous control and the sensitive subtype of each cell line as calibrator. (D) Immunoblots of
HMOX1, NRF2, and -actin. Images correspond to a representative experiment that was repeated four times with similar
results. Scion Image program was used to quantify band intensities corresponding to immunoblot detection of protein
samples. CDDP, cisplatin; MAFG, musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene family, protein G.
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resin that binds the MAFG-Myc protein overexpressed
in HEK293T cells. To assess the enrichment and the
affinity of the population obtained after successive
rounds of selection, we performed three types of
assays: (i) analysis of aptamer-MAFG complexes by
RT-PCR, (ii) ELONA assays, and (iii) aptacytochemis-
try. Quantitative PCR assays were performed using
aptamers that bind to MAFG-resin complexes as a tem-
plate. These assays allowed us to confirm that the
selected aptamers were specific against the target and
not the Myc-agarose resin. The amount of aptamers
recovered in the presence of MAFG was 3 Cts lower
than in that of the RND40 and SEL3MAFG population,
whereas SEL6MAFG was 4.5 Cts lower in the pres-
ence of MAFG (Fig 3A), indicating a higher amount of
aptamers bound in this round. In addition, ELONA
assays showed a statistically significant increase in the
signal of the population obtained after round 6 relative
to round 3 or to the initial RND40 population (Fig 3B).
Finally, we studied the capacity of the aptamer popula-
tion of each round to recognize overexpressed MAFG
in the cells by aptacytochemistry. For this purpose,
HEK293T cells transiently transfected with MAFG-
Myc were incubated with the initial RND40 population
or with that of round 3 or round 6, labeled with Alexa-
488. The results obtained by fluorescence microscopy
indicated that RND40 showed a very low signal with a
diffuse cytoplasmic pattern, whereas SEL3MAFG and
most prominently SEL6MAFG aptamers showed a
high nuclear signal in several cells. This pattern was
very similar to that obtained by incubation with the
Myc antibody (Fig 3C). In view of these results, we
cloned and sequenced the SEL6MAFG population and
identified three sequences (apMAFG3F, apMAFG6F,
and apMAFG11F) with high binding capacity to the
target in the nanomolar range, reaching values of four
times that of the BSA protein (Fig 3D and Supplemen-
tary Table 4). To predict the most stable secondary
structures of the MAFG aptamers, we performed a bio-
informatic analysis of their sequences using mFold
software. Fig 3E illustrates the most probable second-
ary structures of these aptamers, taking into account
the lower free energy (DG).
MAFG aptamers can be used to detect MAFG levels in
NSCLC samples. We next performed aptacytochemistry
on H23S and H23R cells with the individual digoxige-
nin-labeled aptamers apMAFG3F, apMAFG6F, and
apMAFG11F. We observed that individual aptamers
were more present in H23R cells than in H23S, mostly
in the nuclei of the cells and specifically accumulated in
quantifiable dots (Fig 4), according to the cellular locali-
zation of MAFG. Quantification of the number of dots
per nucleus showed remarkable differences between
H23R and H23S for apMAFG3F and apMAFG6F,
whereas no differences were observed for apMAFG11F
(Supplementary Figure 3). Interestingly, apMAFG3F
was also present in the cytoplasm, whereas apMAFG6F
was preferentially located at the nuclei.
We then took advantage of the aptacytochemistry to
perform an aptamer-based histochemistry in 20 tumor
samples from our cohort of patients with known
mRNA levels of MAFG. We found that aptamers were
able to identify MAFG in the nucleus of various cell
types with differential staining intensity between the
tumors (Fig 5A). To determine the correlation between
the aptahistochemistry and the mRNA levels of
MAFG, we calculated the percentage of cells with pos-
itive staining from the total number of cells computed
at four different areas randomly selected for each sam-
ple. We observed that classifying the patients accord-
ing to their MAFG expression levels, those samples
with higher MAFG levels presented a significant incre-
ment in the percentage of positive cells after aptahisto-
chemistry staining with both apMAFG3F and
apMAFG6F (P < 0.05 and P < 0.01, T test, respec-
tively; Fig 5B).
apMAFG6F increases ROS production and restores cell
sensitivity to CDDP. To gain insight into the biological
effect of the identified aptamers and to optimize the
dose for a functional analysis, we worked with the nor-
mal cell line HEK293T and the sensitive and resistant
phenotypes of the lung cancer cell lines H23S/R.
MAFG aptamer transfection induced similar mortality
curves in the cancer cell lines, while it appeared to
induce less toxicity in HEK293T, which showed better
viability curves for the three aptamers tested (Supple-
mentary Figure 4A). Concentrations higher than 25 nM
induced a high mortality rate in all the cells tested, and
the same effect was also observed when two intermedi-
ate doses selected between the 25 nM and 75 nM con-
centrations were tested in H23R (Supplementary
Figure 4B). The 25 nM concentration was chosen for
functional analysis because it is the minimal dose that
exerts an effect on viability of tumor cells but not nor-
mal cells. The efficiency of aptamer transfection at this
dose was confirmed by quantitative PCR (Supplemen-
tary Figure 4C). We next tested the specificity of the
aptamers for rescuing the sensitivity to CDDP.
Aptamer apMAFG6F decreased the CDDP resistance
at 25 nM (resistance index 2.63 vs 2.0), whereas no
changes were observed for aptamers apMAFG3F or
apMAFG11F (Fig 6A). We confirmed these results in
H1299, an additional lung cancer tumor cell line highly
resistant to CDDP with an IC50 of 10 mg/mL (Fig 6B).
In fact, we verified the ability of apMAFG6F to
increase CDDP sensitivity in H1299, as we observed a
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decrease in the IC50 to 4.5 mg/mL platinum in compar-
ison with the untransfected cell line. This increase in
sensitivity to the drug was accompanied by a decrease
in MAFG and HMOX1 expression in the cells carrying
apMAFG6F (Supplementary Figure 4D). In addition,
we overexpressed MAFG in H23S cells as we have
done previously13 and combine the overexpression
with apMAFG6F, which rescued the phenotype and
resensitized the cells (Fig 6C). We also confirmed the
success of the overexpression and aptamer transfection
by qRT-PCR (Fig 6D).
To ultimately confirm that apMAFG6F was restor-
ing CDDP sensitivity in H23R cells by acting on the
ROS, we measured ROS production after combining
aptamer transfection and CDDP treatment. We
observed a linear dose-response relationship between
increasing amounts of CDDP and the production of
ROS at 4 mg/mL of CDDP (P < 0.005) in the resistant
cells carrying the apMAFG6F compared with the
untransfected cells. This result was also consistent with
the decrease in cell viability that we also measured in
parallel in this experiment (Fig 7A). Semiquantitative
Fig 3. Analysis of the affinity of the aptamers against MAFG. (A) Quantification of aptamer-MAFG complexes
by qPCR comparing absence (dot pattern) or presence (filled pattern) of MAFG protein. Figure shows the differ-
ences in Threshold Cycle (Ct) between the library RND40 and the selection rounds 3 (SEL3MAFG) and 6
(SEL6MAFG). Bars represent the mean § SEM of 23 experiments; (B) Specificity binding assay of aptamers
to MAFG performed by ELONA. MAFG-Myc was plated at 50 ng/well in 96-well plates followed by incubation
with 50 digoxigenin-labeled aptamers from RND40, SEL3MAFG, and SEL6MAFG. The figure represents the
mean § SEM of three independent experiments. $$: P < 0.01; (C) Aptacytochemistry in HEK-293T cells tran-
siently transfected with MAFG-Myc. Cells overexpressing MAFG were incubated with 50 Alexafluor 488-conju-
gated aptamers from RND40, SEL3MAFG, or SEL6MAFG (upper panel) or Myc antibody (lower panel).
Fluorescence microscopy images corresponding to the staining of nuclei with Hoechst (blue), antibodies (red),
and aptamers (green) are shown. Arrowhead indicates positive cells. Bar = 13 mm; (D) Study of individual
aptamer affinity performed by ELONA. Recombinant MAFG was plated at 50 ng/well in 96-well plates followed
by incubation with 50 digoxigenin-labeled individual aptamers apMAGF3F, apMAFG6F, and apMAFG11F. The
figure represents the mean § SEM of two independent experiments; (E) Secondary structures of aptamers
apMAGF3F, apMAFG6F, and apMAFG11F obtained by bioinformatics sequence analysis using the mFold soft-
ware taking into account the lower free energy (DG). MAFG, musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene fam-
ily, protein G; ELONA, enzyme-linked oligonucleotide assay.
Fig 4. MAFG localization pattern in H23S and H23R cells measured by aptacytochemistry. Cells were incu-
bated using digoxigenin-labeled aptamers apMAFG3F, apMAFG6F, and apMAFG11F as primary recognition
molecule and Alexafluor 488-conjugated anti-digoxigenin as secondary antibody. Confocal microscopy images
corresponding to the staining of nuclei with Dapi (blue), aptamers (green) and merge are shown. Bar = 25 mm.
MAFG, musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene family, protein G.
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RT-PCR of MAFG and HMOX1 showed a decrease in
their expression in aptamer-transfected H23R cells
after platinum treatment compared with H23R
(Fig 7B).
DISCUSSION
The study of epigenetic, transcriptional, and post-
transcriptional regulatory mechanisms of genes and
miRNAs will help to elucidate key players involved in
resistance to chemotherapy drugs. Current treatments
may be improved and new ones developed based on
the genetic and epigenetic profiles of various cancer
patients, thus leading to personalized therapies. The
search for new biomarkers for survival, prognosis, and
drug-resistance in cancer is a wide-open field for
exploration and investigation. In fact, despite signifi-
cant scientific effort in recent decades, we have not yet
overcome the strategic challenge of restoring sensitiv-
ity to platinum-derived drugs that are still the paradigm
treatment for many malignancies, including lung
cancer.
For NSCLC, differential expressions have been
reported for several miRNAs, such as miR-200c in
NSCLC cell lines,26 or miR-138 in the A549 CDDP-
resistant subtype cell line, in comparison with the
parental A549 and how their enhanced expression
increased the response to CDDP.27 However, there are
very few studies linking the role of miRNA methyla-
tion with tumor development or clinical outcomes such
as miR-34a.28,29 We have previously reported that
hypermethylation of regulatory regions of miR-7s may
predict relapse in platinum-treated patients with ovar-
ian cancer. We intended first to deepen our understand-
ing of this aspect in a cohort of 22 paired samples from
patients with NSCLC. We found similar methylation
levels of miR-7 in tumor samples and in normal adja-
cent tissues, and no association of methylation levels
with therapy response or overall survival. We
observed, however, a higher dispersion of methylation
and expression of miR-7 and MAFG in the T than in
the ATT and in the control samples, suggesting that
different molecular changes in miR-7 and MAFG
could be mediating the carcinogenic process, as has
been observed for other markers.30 We have not specif-
ically observed clear differences either in methylation
or expression of any candidate in NSCLC T versus
ATT samples, which could indicate that the samples
adjacent to the tumor have already acquired molecular
changes probably associated with tumor features as has
been described for other miRNAs.31
Moreover, the methylation analysis of the ATT com-
pared with the five normal saliva samples indicates that
the methylation of this miRNA is an event that occurs
in the early stages of the disease. This fact suggests
that molecular changes such as miR-7 methylation
within the tumor tissue and surrounding tissue generate
the microenvironment necessary for tumor cells to
grow, and this event could be involved not only in
tumorigenesis but also in other malignancies associated
with smoking.32,33 We could not find a clear correla-
tion in either methylation or miR-7 and MAFG expres-
sions in NSCLC T samples. Although these results are
not as compelling as previously observed with our in
vitro models (ref theranostics), we cannot dismiss the
potential coregulation of epigenetic factors that can
interact with miR-7 andMAFG, like lncRNAs that reg-
ulate miR-7 (CDR1AS), and MAFG expression (MAF-
GAS1) in a more complex dynamic environment like
the human body. A strength of the current study is that
the results are based on an analysis of fresh tissues
from patients with NSCLC, whereas most of the data
in the literature report the expression of miRNAs and
candidate genes from culture cell lines. In accordance
with our “in house” results, we observed a significant
relationship between the expression of MAFG and sur-
vival in our additional large cohort of 1035 patients
analyzed from Moffitt Center and in the public data-
base with 984 from TCGA with a clear trend toward
higher overall survival when MAFG expression is low.
This suggests an oncogenic role of MAFG in lung can-
cer, supporting its potential as a prognostic biomarker.
The mechanistic approach we used in this study was
aimed at directly linking the development of in vitro
CDDP resistance with the overexpression of MAFG
through the decrease of ROS production in our model of
cancer cell lines. It has previously been shown that the
resistance to CDDP in the A2780 cell line is an event
caused by overactivation of the redox-detoxifying path-
way.34 In line with these, the results obtained with the
ROS production assay in our experimental models indi-
cate that CDDP-resistant subtypes have a lesser increase
in ROS after CDDP exposure, probably due to its ability
to detoxify the oxidative stress produced by the drug, as
a consequence of an overexpression of MAFG. We also
found a significant overexpression of reported
redoxdetoxifying-related genes35 in the resistant cell
lines harboring an increased expression of MAFG, rein-
forcing the idea that MAFG mediates the resistance to
CDDP through the modulation of ROS. Indeed, our
results also indicate that MAFG could regulate this pro-
cess in response to CDDP by increasing NRF2 stabiliza-
tion in the nucleus. Therefore, targeting MAFG may
lower NRF2 activity and potentially restore the sensitiv-
ity to the drug.
We then sought to explore new methodologies to
detect and inhibit the action of MAFG in order to
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Fig 5. Analysis of MAFG localization pattern in paraffin samples of patients with known levels of MAFG by aptahisto-
chemistry. Samples were incubated with digoxigenin-labeled aptamers apMAFG3F, apMAFG6F, and apMAFG11F as
primary recognition molecules, and afterward with anti-digoxigenin antibodies. Staining was performed using DAB
staining solution. (A) Representative aptahistochemistry pictures showing the areas of analysis in NSCLC tumor sam-
ples; (B) T test comparison between low and high MAFG mRNA levels (2¡DCt) and the % mean ratio of positive cells
analyzed in the areas defined on (A). Positive cells were counted using the Cell Counter on ImageJ software. NSCLC:
non-small cell lung cancer. MAFG, musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene family, protein G.
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Fig 6. Effect of aptamers apMAFG3F, apMAFG6F, and apMAFG11F on cell viability, response to CDDP. (A)
Viability curves combining the selected dose of aptamers (25 nM) and increasing doses of CDDP in H23S/R
cells. #P < 0.05 (Student’s t test). The treatment with aptamer significantly increased the sensitivity to CDDP
(* P < 0.05 and ***< 0.001); (B) Viability curves combining apMAFG6F at 25 nM with increasing doses of
CDDP in H1299 lung cancer cells. (C) Viability curves of H23 cell line transfected with pCMV6 (S- and
R-), with the overexpression vectors (S-MAFG) and the combination of MAFG overexpressing plasmids
together with apMAFG6F at 25 nM. For (A), (B), and (C), each experimental group was exposed for 72 h to 6
different CDDP concentrations after aptamer transfection; data were normalized to each untreated control, set to
100% and represent the mean § SD of at least three independent experiments performed in quadruplicate at
each drug concentration for each cell line analyzed. The CDDP-RI (Resistant Index to CDDP) was calculated as
“IC50 from the Resistant/ IC50 from the Sensitive" and “IC50 from the transfected with aptamers or MAFG/
IC50 from the Sensitive” § SD. (D) Validation of MAFG overexpression and aptamer transfection in the H23S
cells after 72 h of transfection. Top, Relative expression levels of MAFG measured by quantitative RT-PCR, in
the cell line H23, represented in 2¡DDCt scale; In each experimental group, the sensitive cell line transfected
with pCMV6 plasmid was used as a calibrator. Each bar represents the combined relative expression of two inde-
pendent experiments measured in triplicate. Bottom, quantification of apMAFG6F in the cell line H23. Quantifi-
cation was performed according to the absolute quantification method by using a standard curve of known
concentration of aptamers. The amount of protein per sample was used as a control. Data represent the mean of
at least three independent experiments measured by triplicate § SD. CDDP, cisplatin; RT-PCR, real-time poly-
merase chain reaction.
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resensitize cancer cells to CDDP. Aptamers constitute
a novel field of research, which has led to important
achievements in therapeutics and diagnosis.14,36 There-
fore, in this study, we aimed to select and characterize
aptamers that are highly specific against MAFG and
that could show potential therapeutic and/or diagnostic
properties in cancer, as has been shown for other
aptamers.15,37 The SELEX technology allowed us to
select and identify three aptamers with high affinity to
MAFG after 6 rounds of selection. Although the three
selected aptamers (apMAFG3F, apMAFG6F, and
apMAFG11F) showed high affinity to the protein with
Kd values in the nanomolar range, apMAFG3F and
apMAFG6F showed the lower Kd and the highest sig-
nal in resistant cells in aptacytochemistry. The fact that
apMAFG6F staining remains preferentially at the
nuclei could indicate that it is, in essence, more specific
for nuclear MAFG. In addition, we observed a greater
presence of the three aptamers in H23R cells, suggest-
ing greater expression of the protein MAFG in resistant
cells; indeed, this result is in accordance with the high
mRNA levels of MAFG observed in the resistant can-
cer cells.13 We were also able to detect MAFG in
human formalin-fixed paraffin-embedded tumor sam-
ples with known levels of MAFG mRNA. Specifically,
we found the strongest difference between low and
high expression levels of MAFG when using
apMAFG6F staining in the group of samples analyzed.
These results, although preliminary because of the lim-
ited number of samples tested, are promising, indicat-
ing that these aptamers, particularly apMAFG6F, could
be used as potential diagnostic tools to identify patients
with higher expression of MAFG. It is a robust starting
point for future studies involving larger cohorts of
patients to analyze the correlation between aptamer
intensity and patients’ clinical outcome.
Fig 7. Effect of aptamer apMAFG6F on response to CDDP and ROS production. (A) Viability and ROS production
assay in H23R cells after apMAFG6F transfection. Each experimental group was exposed for 72 h to 6 different
CDDP concentrations, and data were normalized to each untreated control, set to 100%. The data represent the mean
§ SD of at least four independent experiments performed in duplicate at each drug concentration for each cell line
analyzed. * P < 0.05 was considered as significant change in CDDP resistance and ROS production; (B) Expression
analysis of downstream genes regulated by MAFG involved in ROS detoxification in H23R and H23R transfected
with apMAFG6F. Left, representative images ofMAFG, HMOX1, and GAPDH RT-PCR. Each assay was performed
at least three times to confirm the results. Right, relative intensity quantification of the amplified band for each gene
measured by ImageJ Software. Bars represent the mean of three independent experiments using the intensity of
GAPDH as endogenous control and the resistant subtype of each cell line as calibrator § SD. CDDP, cisplatin; ROS,
reactive oxygen species; MAFG, musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene family, protein G.
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As expected, the combination of aptamers apMAFG3F,
apMAFG6F, and apMAFG11F and CDDP treatment in
resistant lung cancer cells showed that only apMAFG6F
can change the response to CDDP, partially restoring the
sensitivity to the drug, without causing cell mortality in nor-
mal cells. In fact, even when MAFG was overexpressed,
inducing an increase of platinum resistance in H23 sensitive
cells, apMAFG6F was able to revert the resistance to plati-
num. This resensitization was promoted by an increase in
ROS production, probably mediated by a decrease in the
expression of antioxidant genes such as HMOX1, as previ-
ously shown.38-40 We also observed a decrease in MAFG
expression levels when transfecting apMAFGF6, which
suggests an auto-regulation of MAFG transcription and is
consistent with the fact that MAFG shows ARE motifs on
its regulatory region.10,41 Therefore, our results present a
newmechanism for restoring CDDP sensitivity in lung can-
cer through the use of aptamer apMAFG6F.
Taken together, our experimental results strongly sup-
port the role of MAFG in the development of CDDP resis-
tance through ROS detoxification. To the best of our
knowledge, this is the first report describing the possible
role ofMAFG expression as a biomarker of poor prognosis
in NSCLC and its potential as a therapeutic and diagnostic
target in cancer and other pathologies through the use of
aptamers. D35X X
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